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CYP Cytochrom-P450-abhängige Monooxygenase 
D Zeiteinheit: Tag 
DAD Diodenarray-Detektor 
DMSO Dimethylsulfoxid 
D.m. Daphnia magna 
DNA Deoxyribonuclein acid, deutsch: Desoxyribonukleinsäure = DNS 
e− Elektron 
EA, EB Wirkung der Substanz A bzw. B 
Emix Wirkung einer Mischung 
EC50 Halbmaximale effektive Konzentration einer Substanz, bei der eine 50%-Wirkung 
auf den Testorganismus resultiert 
EC50mix Halbmaximale effektive Konzentration der Mischung, die eine 50%-
Wachstumshemmung verursacht 
ECVAM European Centre for the Validation of Alternative Methods 
EGF epidermal growth factor 
EU Europäische Union 
Exp Experimentell 
Fi,n−(i+1) F-Test Wert 
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fg Konzentrationsanteil = Fraktion in der Gasphase (Glg. 13) 
fi fraktioneller Anteil in der Mischung 
fs Konzentrationsanteil = sorbierte Fraktion (Glg. 27) 
fw Konzentrationsanteil = Fraktion in der wässrigen Phase 
FMO Flavin-abhängige Monooxygenase 
g Masseneinheit: Gramm 
g/L Massen-Konzentrationseinheit: Gramm pro Liter 
GSH Glutathion 
GST Glutathion-S-Transferase 






HPLC high pressure liquid chromatography  
+/−I induktiver Effekt (elektronischer Effekt) 
IGC50 inhibitory growth concentration, (entspricht EC50) 
IPQ index of prediction (Glg. 9), lokales Abstandsmaß, welches zur Beurteilung der 
Mischungstoxizität herangezogen wurde 




Kow Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient (Glg. 1) 
kJ/mol Energieeinheit: Kilojoul pro mol = 103 Joul pro mol 
L Volumeneinheit: Liter 
+/−M mesomerer Effekt (sterischer Effekt) 
M Konzentrationseinheit: Molar = mol/L 
MAO Monoaminoxygenase  
MHz Frequenzeinheit: Megaherz = 106 Herz 
min Zeiteinheit: Minute 
mL Volumeneinheit: Milliliter = 10−3 Liter 
mL/min Geschwindigkeitsangabe: Milliliter pro Minute 
Symbole & Abkürzungen 




NaOH Natriumhydroxid = Natronlauge 




NoMiracle Novel Methods for Integrated Risk Assessment of Cumulative Stressors in Europe
nm Längeneinheit: Nanometer = 10−9 Meter 
Nu Nukleophil 
O Sauerstoffatom 
OECD Organisation for Economic Co-operation and Development 
OSIRIS Optimized Strategies for Risk Assessment of Industrial Chemicals through 
Integration of Non-Test and Test Information 
pi Relativer Anteil der Substanz in der Mischung 
PAK Polyaromatischer Kohlenwasserstoff 
PDMS Polydimethylsiloxan 





cvq  leave-one-out-Kreuzvalidierungskoeffizient (Glg. 21) 
R Rest: Molekülgruppe 
ROS reaktive Suaerstoffspezies 
r² Korrelationskoeffizient (Glg. 20) 
REACH Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemical Substances 
RM Reismedium 
rms root mean square error 
S Schwefelatom 
Sd Standardabweichung (Glg. 19) 
SEAr elektrophile aromatische Substitution 
SNAr nukleophile aromatische Substitution 
XX 
Symbole & Abkürzungen 




td Verdopplungszeit (Glg. 23) 
Te Toxizitätserhöhung einer Substanz, die sich aus dem Verhältnis der berechneten 
und der experimentellen Toxizität ergibt. (Glg. 3,4). 
Tab. Tabelle 




UW Unabhängige Wirkung 
V Volumen 
vs. versus 
v/v Konzentrationseinheit: prozentualer Volumenanteil  
Y elektronenziehende Gruppe 
Z Zellzahldifferenz der Zellzahlen einer Probe nach verschiedenen Messzeitpunkten 
Z Zellzahl 
Z Heteroatom 
°C Temperatureinheit: Grad Celsius 
δ+/− Elektronendichte 
λ Wellenlänge Lambda 
λ Wechselwirkungsparameter (Glg. 35) 
k Wachstumsgeschwindigkeit (Glg. 14-16) 
µL Volumeneinheit: Mikroliter = 10−6 Liter 
µm Längeneinheit: Mikrometer = 10−6 Meter 
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1 Einleitung 
 
Chemische Substanzen werden in vielfältiger Art und Weise hergestellt, verwendet und 
umgeben uns in allen Bereichen des täglichen Lebens. Zudem gelangen sie beabsichtigt oder 
unbeabsichtigt in die Umwelt. Eine Exposition kann zu unerwünschten Effekten führen, 
weshalb die Risikobewertung und Expositionskontrolle der Chemikalien sehr wichtig ist. 
Am 1. Juni 2007 trat die EU-Verordnung (EC 1907/2006) zur Registrierung, Bewertung, 
Zulassung und Beschränkung von Chemikalien, kurz REACH, in Kraft (REACH, 2007). Mit 
dieser Verordnung werden Hersteller und Importeure sowie Stoffanwender für die Sicherheit 
der Stoffe und Erzeugnisse verantwortlich gemacht. Zudem dürfen sie nur registrierte 
Chemikalien in den Verkehr bringen. Für die Registrierung muss neben einem technischen 
Dossier, ein Stoffsicherheitsbericht, chemical safety report, vorgelegt werden. In diesem sind 
die Wirkung auf Mensch und Umwelt, die Persistenz und die Bioakkumulation 
zusammengetragen. Bei einigen Stoffen sind zudem eine Expositionsbeurteilung und 
Risikobewertung erforderlich (REACH, 2007). Um eine genaue Beurteilung und Bewertung 
einer Substanz vornehmen zu können, müssen toxikologische und ökotoxikologische 
Informationen zusammengetragen und fehlende Daten ermittelt werden. Bis 2018 müssen alle 
Chemikalien, die in einer Menge von mehr als einer Tonne im Jahr verwendet oder produziert 
werden, neu bewertet werden (Lahl, 2006). Für die meisten dieser Verbindungen existieren 
kaum Daten über die toxikologischen Eigenschaften, weshalb eine Vielzahl von Toxizitätstests 
durchgeführt werden müssen. Bis vor ein paar Jahren wurden die verschiedenen 
toxikologischen Endpunkte, wie beispielsweise Hautreizungen, Mutagenität oder akute 
Toxizität, allein durch die Durchführung von Tierversuchen bestimmt. Diese sind aus 
wirtschaftlichen und vor allem aus ethischen Aspekten bedenklich und müssen auf ein 
Minimum reduziert werden (EU, 2012). Dies hat zur Folge, dass toxikologische Prüfmethoden 
und Bewertungsstrategien und vor allem alternative Testsysteme entwickelt und optimiert 
werden müssen.  
Als effiziente Bewertungsstrategie sind Integrated testing strategies, ITS, zu nennen. ITS 
basiert auf der Kombination der Ergebnisse von in silico, in chemico, in vitro und in vivo 
erhaltenen Studienergebnissen (OSIRIS, 2012; Bradbury 2004; van Leeuwen, 2007; Ahlers, 
2008; Jaworska, 2010), die durch ein logisches Entscheidungsschemata so organisiert sind, 
dass eine effiziente Verwendung der generierten Daten gewährleistet ist und diese eine 
umfassende Informationsquelle für die Risikobewertung darstellen (Schaafsma, 2009).  
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Innerhalb der EU-Projekte NoMiracle, novel methods for integrated risk assessment of 
cumulative stressors in europe (NoMiracle, 2011), und OSIRIS, optimized strategies for risk 
assessment of industrial chemicals through integration of non-test and test information 
(OSIRIS, 2012), wurden zum einen neue Methoden und Risikobewertungsstrategien 
entwickelt und zum anderen chemische, biologische als auch computerbasierte Methoden 
durchgeführt und ITS-Webtools entwickelt (ITS, 2011). Die vorliegende Dissertation wurde 
durch diese EU-Projekte gefördert. 
Die aquatische Toxizität ist eine wichtige Komponente der toxikologischen Charakterisierung 
und Risikobewertung chemischer Verbindungen und kann heute aus den Ergebnissen von In-
vitro- als auch In-silico-Studien gewonnen werden (OECD, 2006; Kaiser, Schirmer, 2008, von 
der Ohe, 2005). Es können aus diesen Studien Struktur-Aktivitäts-Beziehungen  entwickelt 
werden, welche auch als Strukturalarme (von der Ohe, 2005) bezeichnet werden (bei In-
chemico-Studien handelt es sich um Struktur-Reaktivitäts-Beziehungen (Böhme, 2010a); bei 
In-vitro-Studien um Struktur-Toxizitäts-Beziehungen (Schramm, 2011; Blaschke, 2012)). 
Diese werden für die Analyse von bestimmten Wirkmechanismen und Wirkstärken 
chemischer Stoffe verwendet und dienen der Vorhersage ökotoxikologischer und human-
toxikologischer Endpunkte sowie zur Identifizierung reaktiver Chemikalien, welche in 
weiteren experimenteller Methoden untersucht werden müssen. Die Identifizierung unreaktiver 
Chemikalien, deren Toxizitäten über quantitative Struktur-Aktivitäts-Beziehungen bestimmt 
werden kann (Könemann, 1981), dient der Reduzierung der Anzahl und des Aufwandes an 
Toxizitätsmessungen.  
Von entscheidender Bedeutung ist die Auswahl des Testorganismus und des Endpunktes zur 
Bestimmung der aquatischen Toxizität. Hier spielen vor allem die Kosten, der (Zeit-)Aufwand 
aber auch die Aussagekraft der erhaltenen Ergebnisse eine wichtige Rolle. Der Organismus 
sollte in der Umwelt weitverbreitet sein, einfache Kultivierungsbedingungen und eine hohe 
Sensitivität gegenüber Umwelteinflüssen aufweisen. Ähnliche Eigenschaften zu komplexeren 
Organismen wie Tier und Mensch sind für die Formulierung von Trendaussagen ebenfalls 
wichtig. Der gewählte Endpunkt muss durch eine praktikable Testmethode bestimmt werden 
können und die Ergebnisse sehr gut reproduzierbar sein. Fast alle dieser Charakteristika 
beinhaltet Tetrahymena pyriformis GL, welcher in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. 
Da dieser Organismus ein Einzeller ist, besitzt er auch ähnliche Eigenschaften zu tierischen 
und humanen Zellen. Es können mit diesem Organismus beispielsweise keine Auswirkungen 
auf Zell-Zell-Interaktionen getestet. Als Endpunkte wurde die Wachstumshemmung gewählt.  
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2 Zielstellung  
 
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sind die Toxizitäten verschiedener elektrophiler 
Substanzen unterschiedlicher Stoffklassen und unterschiedlicher Reaktionsmechanismen zu 
bestimmen und eine Optimierung des etablierten Wachstumshemmtest mit Tetrahymena 
pyriformis GL durchzuführen. Durch die Aufstellung der Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen jeder einzelnen Verbindung wird die substanzspezifische effektive Konzentration 
für eine 50%ige Wachstumshemmung, EC50, bestimmt. Da die Toxizität auch von der 
Expositionsdauer und Beschaffenheit des Organismus abhängig ist, erfolgt hierzu ein 
Vergleich der EC50-Werte nach verschiedenen Expositionszeiten. 
Durch die Generierung der Organismen-spezifischen Narkose-Basis-Geraden, wird die 
Toxizitätserhöhung, Te, welche auch als Maß für die Reaktivität eines Stoffes interpretiert 
werden kann, ermittelt. Die Zuordnung der Substanzen zu reaktiven und unreaktiven 
Reaktionsmechanismen und die Aufklärung der Wirkmechanismen der Stoffklassen sind 
ebenfalls durchzuführen sowie die Ableitung eines Strukturalarms einer Stoffklasse aus den 
erhaltenen Ergebnissen.  
Binäre Mischungen, welche aus den unterschiedlichen Substanzklassen zusammengesetzt sind, 
werden ebenfalls untersucht und deren Toxizitäten, EC50mix, ermittelt. Die EC50mix werden 
anschließend mit den etablierten biometrischen Modellen der Konzentrations-Additivität und 
der Unabhängigen Wirkung verglichen, wodurch geklärt wird, ob die verschiedenen 
Substanzklassen unterschiedliche oder gemeinsame Wirkorte in Tetrahymena pyriformis 
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3 Grundlagen 
 
3.1 Alternative Testmethoden 
 
Die Entwicklung und Anwendung alternativer Testmethoden zum Tierversuch ist gerade im 
Hinblick auf REACH und dem damit verbundenen Anstieg der Anzahl an Tierversuchen sehr 
wichtig. Bisher können nur einige toxikologische Endpunkte mit Hilfe anerkannter In-vitro-
Studien ermittelt werden. Die Anerkennung von Alternativmethoden zum Tierversuch war 
bisher ein zeitaufwändiger und langjähriger Prozess, der durch das europäische Zentrum für 
die Validierung und Entwicklung von Alternativmethoden, ECVAM, durchgeführt wurde. 
Durch ein Anerkennungs-Verfahren, entwickelt durch EU-Mitgliedstaaten, könnte der Prozess 
jedoch auf etwa fünf Monate reduziert werden (BFR, 2009).  
Die bisher entwickelten verschiedenen In-vitro-Methoden zur Untersuchung der Ökotoxizität 
von Chemikalien reichen von Zellen über Einzeller bis zu Insekten. Die Schwierigkeit der 
Anerkennung von Alternativmethoden liegt vor allem in der Bewertung der ermittelten 
Wirkung und in der Übertragbarkeit der Ergebnisse auf andere Organismen und auf 
Humanreaktionen. Verschiedene Tierarten, wie auch verschiedene Zelltypen haben 
verschiedene Charakteristika und reagieren dementsprechend auch unterschiedlich auf äußere 
Einflüsse. Die Übertragung der ermittelten Wirkungen von Chemikalien auf Zellkultur-
Testsysteme kann nicht direkt auf komplexere Systeme erfolgen, da diese Zellen 
unterschiedlichen Typs in einem Gesamtsystem miteinander interagieren und äußere Einflüsse 
weiterleiten (Müller, 1994).  
 
Damit ein In-vitro-Test als Alternative Testmethode anerkannt wird, müssen einige Kriterien 
erfüllt sein. Als Erstes muss der Endpunkt in vitro mit dem in vivo erzeugten Endpunkt in 
irgendeiner Weise korrelieren, so dass die biologische Wirkung in vivo durch das erzeugte In-
vitro-Modell ermittelt werden kann. Zum Zweiten sollte die In-vitro-Methode auf ähnlichen 
biologischen Grundstrukturen und Mechanismen basieren, damit auch die Prozesse in vivo 
simuliert werden können. Und Drittens sollte der technische Aufwand gering, die 
Durchführung leicht, die Ergebnisse reproduzierbar und der Test auf viele verschiedene Stoffe 





3.2 Testorganismus Tetrahymena pyriformis GL  
 
Das Protozoon Tetrahymena pyriformis GL (Abb. 1) wurde 1832 das erste Mal charakterisiert, 
im Jahr 1923 isoliert und als erstes Protozoon axenisch gehalten (Ehrenberg, 1830; 
Lwoff,1923). Es ist ein tierischer Einzeller und gehört zu den Süßwasserciliaten der Klasse 
Oligohymenophorea (Lynn, 2000). Die Ciliaten sind ubiquitär in der aquatischen und 
terrestrischen Umwelt zu finden. Um die Besonderheit von Tetrahymena pyriformis GL zu 
erfassen, wird im Folgenden kurz die Morphologie beschrieben. 
      
Abbildung 1: Tetrahymena pyriformis in der stationären Wachstumsphase aufgenommen mit 
Hilfe eines Elektronen-Mikroskops aus (Zhang, 2012) 
 
Die Zelle hat eine birnenförmige Gestalt mit Maßen von etwa 40 µm Länge und etwa 20 µm 
Breite (Schema 1). Je nach Zustand kann sich diese Form jedoch ändern (Janitz, 1982; 
Sauvant, 1999). Auf der extrazellulären Zellmembran, der Pellicula, befinden sich feine 
bewegliche Cytoplasmafortsätze, die Cilien, welche in 18 Cilienreihen angeordnet sind 
(Sauvant, 1999). Die Cilien bestehen aus Plasmamembran-umgebenden Faserbündeln, welche 
von Mikrotubuli gebildet werden und der Fortbewegung und der Nahrungsaufnahme dienen. 
Die Cilien sind an ihrem intrazellulären Ende in einem Komplex aus Mikrotubuli und 
Mirkofibrillen eingebaut, der in seiner Gesamtheit die Infraciliatur darstellt (Lecointre, 2006). 
Die Cilien weisen je nach ihrer Funktion Spezialisierungen auf. So gibt es Cilien für die 
Fortbewegung und für die Nahrungsaufnahme. Letztere bilden den Zellmund, das Cytostom. 
Bei der Nahrungsaufnahme wird das Material in das Cytostom unter Mitwirkung der vier 
Cilien aufgenommen und gelangt anschließend über den Cytopharynx in die Nahrungsvakuole 
(Janitz, 1982). 
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Schema 1: Schematischer Aufbau von Tetrahymena pyriformis GL 
 
Volle Nahrungsvakuolen werden vom Cytopharynx abgespalten und neugebildete angelagert. 
In der Vakuole wird das Material durch Verdauungsenzyme verdaut. Unverdaute Reste 
werden in der Vakuole zum Cytopyge, welcher in der Pellicula sitzt, transportiert und 
ausgeschieden. Die Bildung der Nahrungsvakuolen ist von vielen Faktoren, wie dem 
Zellzyklus, dem physiologischer Status, dem pH-Wert, der Temperatur und von äußeren 
Einflüssen wie Chemikalien abhängig. Somit stellt die Vakuolenbildung einen Indikator für 
Toxizitätsmessung dar (Sauvant, 1999; Ständer, 2007). 
An der Pellicula befindet sich die Kontraktionsvakuole der hyperosmotischen Zelle, welche 
der Wasserausscheidung dienen und so für ein konstantes Zellvolumen sorgen. Mit 
Protonenpumpen werden Protonen in die kontraktile Vakuole gepumpt. Der entstehende 
Protonengradient hat zur Folge, dass andere Ionen, wie Na+, Ca2+, K+ oder Cl− in die Vakuole 
einströmen. Durch die ansteigende Salzkonzentration diffundiert Wasser aus dem Cytoplasma 
in die Vakuole. Hat die Vakuole genügend Wasser aufgenommen, wird das Wasser aus der 
Zelle ausgeschleust. Durch diesen Vorgang reguliert die Zelle ihren Ionen- und 
Wasserhaushalt. Die Kontraktionsvakuole ändert ständig rhythmisch ihre Größe und 
durchläuft Systolen und Diastolen. Die Mitochondrien sind eng mit Kontraktionsvakuole 
verbunden und versorgen die Vakuole energetisch (Sauvant, 1999).  
Ciliaten sind im Allgemeinen binukleäre Spezies. Der Stamm Tetrahymena pyriformis GL 
allerdings ist amikronukleär und besitzt nur den kugelförmigen, polyploiden Makronukleus, 
der dicht gepackte Chromatingranulate, DNA und Proteine beinhaltet. Eine Konjugation, bei 
der es zum Austausch von Genmaterial kommt, kann dieser Stamm nicht durchführen 
(Sauvant, 1999). Die Fortpflanzung dieser Ciliaten erfolgt durch Zellteilung transversal zur 
Körperlängsachse (Janitz, 1982). 
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Neben dem Makronukleus besitzt diese Ciliaten-Art folgende cytoplasmischen Organellen: 
Mitochondrien, endoplasmatisches Retikulum, Golgikomplex, Ribosomen, Peroxisomen und 
Lysosomen (Sauvant, 1999). Zudem wurden Cytochrom-Arten (Lloyd, 1972; Perlish, 2011), 
Wachstumsfaktoren, Epidermal growth factor, EGF (Csaba, 2004), Hämoglobinderivate, 
welche jedoch eher in der NO-Detoxifizierung fungieren als für den Sauerstofftransport 
(Perlish, 2011; Igarashi, 1996; Korenaga, 2000) und ein adrenergisches System, welches die 
Gesamtheit vegetativer Nervenfasern darstellt (Csaba, 1979) gefunden. 
Dieser eukaryotische Einzeller reagiert auf verschiedene Hormone (Csaba, 1979) und 
beinhaltet auch Hormone und Hormon-ähnliche Strukturen (Csaba, 1980). Tetrahymena 
pyriformis verfügt über einen pflanzentypischen Glyoxalat-Weg, über den Fette in 
Kohlenhydrate transferiert werden. Jedoch ist kein Harnstoffwechsel in den Zellen vorhanden 
und der Aminosäurestoffwechsel endet beim Ammonium (Müller, 1994). 
 
Tetrahymena pyriformis ist auch aufgrund seiner ähnlichen Eigenschaften zu Säugetierzellen 
ein sehr interessanter Modellorganismus. Das endoplasmatische Retikulum und die 
Mitochondrien ähneln in ihrem Aufbau den höher entwickelten Zellen. Die Cilien auf der 
Zelloberfläche zeigen den typischen Aufbau der Cilien des Flimmerepithels der Lunge und 
auch des Epithels in den Eileitern von Säugern (Ude, 1994; Hausmann, 1994; Müller, 2002). 
Die Enzyme sowie die Stoffwechselwege gleichen ebenfalls denen der Säuger. Beispielsweise 
werde Kohlenhydrate über die Glycolyse, den Citratzyklus und die Atmungskette zu CO2 und 
H2O abgebaut (Müller, 1994). Zudem wurden µ-ähnliche Opiatrezeptoren gefunden, die denen 
der Säugetiere ähneln, wodurch diese Zellen für die Forschung morphinischer Mechanismen 
dienen (Dejesus, 1989; Chiesa, 1993). Es ist bekannt, dass die Empfindlichkeit und das 
Reaktionsvermögen denen der humanen Gewebezellkulturen entsprechen (Beermann, 1999). 
Der eukaryotische Einzeller weist höhere Ähnlichkeiten zu menschlichen Zellen auf als zu 
Prokaryoten oder Hefepilzen (Gutiérrez, 2003), weshalb er als Modellorganismus  für 
humantoxikologische Studien und für Alternative Testmethoden verwendet werden kann. 
 
In vielen verschiedenen Studien wurde dieser Einzeller für diverse Endpunkte angewendet. Es 
wurde vom Einsatz der Einzeller in Kläranlagen (Tiedtke, 2005), zur Bewertung der 
Wasserqualität (Zakharchenko, 1994), als Modellorganismus zur toxikologischen und 
ökotoxikologische Untersuchung von Karzinogenen, Insektiziden, Fungiziden, Mycotoxinen, 
organischen Chemikalien, Schwermetallen und Pharmazeutika berichtet (Yoshioka, 1985; 
Nilsson, 1989; Huber, 1990; Schultz, 1994; Bogaerts, 2001; Bonnet, 2003). Zudem wurden die 
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Atmungsaktivität, die metabolische Aktivität (Massolo, 2002)), die Enzymfunktionen als 
biochemische Marker (Sauvant, 1999), die Cytotoxizität (Yoshioka, 1985) und die 
Wachstumshemmung (Schultz, 1990; Schramm, 2011) als Endpunkt genutzt. Der Einfluss 
chemischer Verbindungen auf die Motorik, Schwimmfähigkeit, Phagocytose oder auf das 
Membranpotenzial können ebenfalls Untersuchungsgegenstand sein (Sauvant, 1999). 
In diversen Interspezies-Vergleichen wurde beobachtet, dass Tetrahymena pyriformis eine 





Die biologische Wirkung einer Substanz basiert auf molekularer Ebene auf einer chemischen 
Reaktion mit einem bestimmten biologischen Molekül. Dieses Molekül kann ein Rezeptor, ein 
bestimmtes Protein, die DNA aber auch ein Lipid in der Zellmembran sein. Durch die 
chemische Reaktion kommt es zur irreversiblen Änderung des Moleküls. Mit Hilfe von 
Reparationsmechanismen in der Zelle können diese Schäden beseitigt werden. Bei einer 
höheren Substanzkonzentration können irreparable Schäden entstehen, die zu starken 
Funktionsstörungen in der Zelle und schließlich zum Zelltod führen. Die Wirkung einer 
Substanz ist in den meisten Fällen konzentrationsabhängig, so dass mit steigender 




Die Substanzaufnahme in die Zelle ist von den physikochemischen Eigenschaften wie 
Hydrophobie und Molekülgröße der Substanz abhängig. Dabei adsorbiert die Substanz erst an 
die extrazelluläre Membran und anschließend wird sie durch verschiedene Mechanismen in die 
Zelle transportiert.  
Die Adsorptionsfähigkeit und Anreicherung in die Zelle wird durch die Bioverfügbarkeit und 
die Hydrophobie der Substanz bestimmt. In der humanen Toxikologie ist die Bioverfügbarkeit 
das Verhältnis zwischen der Konzentration, die dem Organismus zugeführt wurde und der 
resorbierten Substanzkonzentration, die nicht wieder ausgeschieden wird und am Wirkort 
verfügbar ist (Greim, 1996). In der Ökotoxikologie dagegen ergibt sich die Bioverfügbarkeit 
aus der gelösten Substanzkonzentration, welche in der wässrigen Umgebung vorliegt. 
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ow  log log c
cK         (1) 
 
Der log Kow wird oft für die Quantifizierung anderer Parameter verwendet. So wird er auch für 






Organismus logBCF log     BCF       (2) 
 
Die Konzentration im Organismus, cOrganismus, definiert die Substanzkonzentration im 
Organismus als Folge der Substanzaufnahme aus der Umwelt. Die Aufnahme resultiert aus 
dem Ungleichgewicht zwischen der Konzentration im Organismus und der Konzentration im 
umgebenden Medium. Die Konstanten a und b in Gleichung 2 sind vom jeweiligen System 
und den Bedingungen abhängig. 
 
Die Diffusion zählt zu den Haupttransportwegen der Substanzen in die Zelle. Besteht 
außerhalb einer Zelle eine höhere Konzentration einer Substanz als im Intrazellulärraum, sind 
die Moleküle der Substanz bestrebt, in die Zelle hinein zu diffundieren. Um die Zelle zu 
schützen, bremst und blockiert die Zellmembran jedoch diesen Vorgang. Je nach 
Membranaufbau, aber vor allem je nach Größe und Struktur der Substanzmoleküle findet eine 
stärkere bzw. schwächere Diffusion statt. Kleine Moleküle werden bspw. weniger gehindert. 
Da die Substanzen sich erst aus der wässrigen Umgebung lösen müssen und hydrophoben 
Molekülen dies aus energetischer Sicht leichter fällt, sind sie ebenfalls stärker 
membrangängig.  
 
Bei einem passiven Substanztransport können kleiner hydrophile Moleküle und Ionen durch 
schmale Poren bzw. Membranproteinkanäle, welche in der Zellmembran vorhanden sind, die 
Membran passieren. 
 
Neben der Diffusion und dem passiven Substanztransport gibt es auch andere 
Transportmechanismen, die jedoch im Mengenverhältnis der transportierten Substanz weniger 
wichtig erscheinen. Bei dem substratspezifischen aktiven Transport bindet das Substrat in der 
aktiven Tasche eines Membranproteins. Dies induziert eine ATP-verbrauchende 
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Konformationsänderung des Proteins, wodurch das Substrat in das Zellinnere gelangt. Das 
Membranprotein nimmt anschließend die Ausgangskonformation wieder ein. Ein weiterer 
Transportweg ist die erleichterte Diffusion, die durch Carriermoleküle ermöglicht wird.  
Die Endocytose ist ebenfalls, wie die Diffusion, ein unspezifischer jedoch aktiver Membran-
Transferprozess. Hierbei kommt es nach der Substratanreichung an der extrazellulären 
Membran zu einer Störung der Phospholipide in der Membran (Console, 2003; Trehin, 2004). 
Verschiedene mögliche Wege der Endocytose können nun ablaufen (Schema 2).   
 
Schema 2: Übersicht über die bekannten Membrantransfermechanismen der Endocytose: A) 
Makropinocytose, B) Clathrin-unabhängiger, direkter Eintritt nach Fusion mit der 
Plasmamembran, C) Clathrin-abhängiger Weg über frühe und späte Endosomen 
zu Lysosomen, D) Caveolin-abhängiger, Cholesterol-abhängiger Weg mit 
anschließendem Transport zum Caveosom und Endoplasmatischen Retikulum 
(ER), E) Cholesterol-abhängiger, Caveolin- und Clathrin-unabhängiger Weg mit 
anschließendem Transport zum Caveosom und ER, F) Dynamin-2-abhängiger, 
Caveolin-abhängiger Weg mit Transport zum Caveosom und ER (Eifart, 2007).  
 
Bei allen Wegen der Endocytose wird das Substrat von einer Membranhülle umschlossen und 
durch die Membran in den Intrazellulärraum gebracht. Dort wird es entweder sofort in das 
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3.3.2 Fremdstoffmetabolismus 
 
Die Biotransformation der Chemikalien in einem Organismus dient der Detoxifizierung der 
Substanz. Da die meisten Substanzen, die in den Intrazellulärraum gelangen, hydrophob und 
unpolar sind, müssen diese zu hydrophilen, polaren Verbindungen ohne biologische Aktivität 
transformiert werden, um unschädlich für den Organismus zu sein und diesen verlassen zu 
können. Diese Biotransformation kann in zwei Phasen gegliedert werden: Funktionalisierung, 
Konjugation (Birgersson, 1988). 
In der Phase I (Funktionalisierung) werden bestimmte funktionelle Gruppen in die Fremdstoffe 
durch Oxidation, Reduktion und Hydrolyse eingebaut. 
Je nach chemischer Eigenschaft der eingeführten Funktionalität können sie in nukleophile und 
elektrophile Phase-I-Metabolite eingeteilt werden. Durch die neue Funktionalität können 
jedoch auch sehr reaktive Metabolite entstehen, die eine viel höhere Toxizität aufweisen als 
die Ausgangssubstanz (Marquardt, 2004). 
In der Phase II (Konjugation) können an die neuen funktionellen Gruppen in der Substanz 
hydrophile, endogene Bausteine, wie Glucuronsäure, Glutathion oder Sulfat, gebunden werden 
und so die Wasserlöslichkeit verbessert werden. Aus der Konjugation resultiert in den meisten 
Fällen ein vollständig detoxifizierter Metabolit (Marquardt, 2004). Die 
fremdstoffmetabolisierenden Enzyme zeichnen sich durch eine breite Substratspezifität aus.  
 
Die wichtigsten Enzyme des Phase-I-Metabolismus sind (Römpp, 2012): 
Oxidoreduktasen: Die relevanten Enzymfamilien sind dabei Cytochrom-P450-abhängigen 
Monooxygenasen (CYP), die Flavin-abhängigen Monooxygenasen (FMO), die 
Monoaminoxidasen (MAO) und die Cyclooxygenasen (COX), welche Sauerstoff in ihre 
Substrate einführen oder Elektronen entziehen. 
Dehydrogenasen und Reduktasen: Diese entziehen ihren Substraten Wasserstoff oder fügen 
ihn ein. Die wichtigsten Vertreter sind die Alkoholdehydrogenasen (ADH), 
Aldehyddehydrogenasen (ALDH) und Carbonylreduktasen. 
Hydrolasen: Diese Enzymfamilien hydrolysieren Estern, Amiden, Glucuroniden, Sulfaten 
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Die wichtigsten Enzyme des Phase-II-Metabolismus sind (Römpp, 2012):  
Transferasen: Glutathion-S-Transferasen (GST) konjugieren elektrophile Substrate mit dem 
Tripeptid Glutathion. Die UDP-Glucuronosyltransferasen (UGT), Sulfotransferasen (SULT), 
Acetyltransferasen (AT), Acyl-CoA-Aminosäure-N-Acyltransferasen und Methyltransferasen 
dagegen metabolisieren nukleophile Verbindungen.  
Die wichtigsten Konjugationsarten sind: 
Die Glucuronidierung, da die entsprechenden Enzyme eine großen Substratspezifität und eine 
hohe Konjugationskapazität für Hydroxyl- Carboxyl-, Thiol, und Amin-Gruppen besitzen.  
Die Glutathion-Konjugation, da die meisten reaktiven Chemikalien elektrophil sind und diese 
Konjugation mengenmäßig sehr häufig verläuft (Birgersson, 1988). 
 
Die Ausscheidung der Metabolit-Konjugate ist Zell- und Organismen-spezifisch und kann wie 
im Falle vom Tetrahymena pyriformis über Efflux-Transporter oder über den Einschluss in 
Vakuolen und anschließender Transport zum Cytopyge geschehen (Bamdad, 1997). Die 
Exkretion wird auch als Phase III bezeichnet.  
 
Für die toxikologische Risikobewertung ist der Fremdstoffmetabolismus von besonderer 
Bedeutung, da es durch die Phase-I- und -II-Reaktionen zur Erhöhung der Toxizität kommen 
kann. Aus den Reaktionen können reaktive, elektrophile Metaboliten gebildet werden, die mit 
zellulären Nukleophilen (DNA, Proteine) reagieren können. Prominente Beispiele sind 
Nitrosamine, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe und heterozyklische aromatische 
Amine (Birgersson, 1988). 
Da die Bildung der Metabolite von der Spezies und dessen Eigenschaften wie Alter, 
Geschlecht, Zustand und genetischen Prädisposition abhängig ist, ist die Vorhersage besonders 
schwierig. 
 
3.3.3 Wirkmechanismen in der Ökotoxikologie 
 
Um die Risikobewertung und Toxizitätsabschätzung der Chemikalien zu vereinfachen, werden 
sie nach ihrer dominierenden chemischen Reaktion auf molekularer Ebene im biologischen 
System in drei Gruppen eingeteilt: 
 • Narkotika 
 • Reaktive Substanzen 
 • Reaktive spezifisch wirkende Substanzen 
Grundlagen 
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Narkotika 
Narkotisch wirkende Substanzen reagieren unspezifisch über schwache reversible 
Wechselwirkungen mit den Bestandteilen biologischer Membranen (van Wezel, 1995). Die 
unpolaren Narkotika üben Van-der-Waals-Interaktionen aus, während polare Narkotika 
Wasserstoffbrückenbindungen mit endogenen Molekülen der Membran bilden können. Die 
Membranfunktionen und Eigenschaften (Ingram, 1976) werden geändert, so dass die Zelle, ab 
einer bestimmten Konzentration, irreparabel geschädigt wird und stirbt. Die Narkotika weisen 
keine reaktive funktionelle Gruppe auf. Meist handelt es sich um Alkohole, Ether und sehr 
hydrophobe Verbindungen.  
 
Reaktive Substanzen 
Reaktive Substanzen können ebenfalls reversibel mit endogenen Membranbestandteilen und -
komponenten wechselwirken. Ihre hohe Reaktivität und damit ihre hohe Toxizität resultiert 
jedoch aus der irreversiblen Reaktion mit Proteinen, Rezeptoren, Enzymen oder DNA, 
wodurch diese Biomoleküle verändert und in ihrer Funktion stark beeinträchtig werden. 
Substanzen die eine kleine Molekülgröße besitzen und nicht stark hydrophob sind, gelangen 
schnell durch die Membran zum Wirkort. Das Hauptmerkmal dieser Substanzen ist, dass sie 
eine reaktive funktionelle Gruppe aufweisen. In den reaktiven Bindungsstellen der Enzyme 
sowie auf der Oberfläche von Proteinen sind Aminosäuren zu finden, die nukleophile Gruppen 
wie Hydroxyl-, Thiolgruppen, oder Amine besitzen. Diese nukleophilen Seitenketten sind 
attraktive Bindungspartner für elektrophile Xenobiotika. Da auch die DNA-Basen nukleophile 
Stickstoffatome besitzen, können auch hier Elektrophile leicht reagieren. Bei den meisten 
toxischen Verbindungen handelt es sich um Elektrophile. Diese wurden im Rahmen der 
vorliegenden Dissertation untersucht. Elektrophile endogene Gruppe gibt es dagegen seltener.  
Oft kann jedoch nicht direkt aus der Reaktivität einer Substanz deren Toxizität abgelesen 
werden. Sehr hochreaktive Verbindungen können schon bevor sie in die Zelle gelangen 
beispielsweise mit Wassermolekülen des Mediums reagieren und somit unschädlich werden. 
Die toxischsten Substanzen besitzen oft nur eine mäßig hohe Reaktivität. 
 
Reaktive spezifisch wirkende Substanzen 
Diese Gruppe von Chemikalien reagiert mit spezifischen Rezeptoren und übt eine 
charakteristische biologische Wirkung aus. Ein prominentes Beispiel sind Phosphorsäureester, 
die die Acetylcholinesterase hemmen (Marquardt, 2004).   
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3.4 Quantifizierung der Toxizität von Einzelstoffen 
 
Ziel der Quantifizierung der Toxizität ist es, die unbekannte Toxizität von Substanzen mit 
Hilfe von Modellgleichungen vorhersagen zu können, ohne dabei auf experimentelle 
Untersuchungen zurückgreifen zu müssen. In den letzten Jahren konnten dafür einige Modelle 
etabliert werden (Gerberick, 2007; Könemann, 1981; Wondrousch, 2010; Karabunarliev, 
1996; Aptula, 2006; Deneer; 1988; Schultz, 2005a). 
 
Da alle chemischen Verbindungen als erstes mit Membranbestandteilen interagieren und 
anschließend erst im Intrazellulärraum mit anderen Zellbestandteilen wechselwirken, wird die 
resultierende narkotische Toxizität auch als Grund-, Minimal- oder Basislinien-Toxizität 
bezeichnet. Overton und Meyer konnten in den Jahren 1899 bis 1901 unabhängig von einander 
belegen, dass die biologische Wirkung der Narkotika von ihrer Hydrophobie abhängig ist. Die 
Hydrophobie wurde in beiden Untersuchungen durch den Verteilungskoeffizienten log Kow 
(Kapitel 3.3.1) beschrieben (Baum, 1899; Meyer, 1899; Overtone, 1899, 1901). Durch diese 
Arbeiten wurde der Grundstein für die Quantifizierung der aquatischen Toxizität gelegt. In den 
Toxizitätsuntersuchungen verschiedener unreaktiver organischer Chemikalien mit Poecilia 
reticulata konnte Könemann das erste Narkose-Basislinien-Modell aufstellen und 
demonstrieren, dass die narkotische Toxizität sehr gut mit Hilfe des log Kow berechnet werden 
kann (Könemann, 1981). Dieser Zusammenhang wird mit Gleichung 3 allgemein beschreiben, 
in der log Kow der logarithmische Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient und der log EC50 die 
logarithmierte toxikologisch relevante Effektkonzentration ist: 
  log EC50 = a  •  log Kow + b       (3) 
 
Je nach Endpunkt und Organismus beschreibt der EC50 die Konzentration, die eine 50%-ige 
Wirkung auslöst. Sie beschreibt die Gesamttoxizität der Substanz und umfasst alle 
auftretenden Wirkmechanismen, die zur Gesamtwirkung führen. Der detektierte Effekt kann 
beispielsweise die Letalität, eine Biolumineszensänderung oder die Wachstumshemmung sein. 
Je geringer der EC50 ist, desto höher ist die Toxizität der Substanz, da aus einer geringeren 
Menge dieselbe Wirkung resultiert. 
Durch dieses Modell kann für jede beliebige Substanz die theoretische Grundtoxizität 
rechnerisch ermittelt werden. In den folgenden Jahren wurden für diverse Organismen, 
Expositionszeiten und Endpunkte Narkose-Basisgeraden entwickelt (Veith, 1983; Lipnick, 
1985; Hansch, 1972; Ribo, 1983).   
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Wie zuvor beschrieben, basieren die biologische Wirkung und die hohe Toxizität der reaktiven 
Substanzen nicht auf der narkotischen Wirkung, sondern auf unterschiedlichen reaktiven 
Mechanismen mit Intrazellulärbestandteilen. Die EC50-Werte dieser Substanzen sind um ein 
Vielfaches geringer als durch das Narkose-Basis-Modell vorhergesagt werden kann. Um diese 
Abweichung von Narkose-Modell zu quantifizieren, wurde die Toxizitätserhöhung, Te, 
eingeführt. Sie ist die Abweichung zwischen der experimentell bestimmten 
Effektkonzentration und der theoretischen Minimaltoxizität, die mit Hilfe des Narkose-
Modells bestimmt wurde, und lässt sich mit folgender Gleichung 4 bestimmen (Lipnick, 
1987): 











= bKaT    (4) 
 
Die Toxizitätserhöhung ist somit nicht nur von der experimentell bestimmten Toxizität, 
sondern auch von der Hydrophobie der Substanz abhängig.  
 
   
Schema 3: Schematische Darstellung des Narkose-Modells und der Toxizitätserhöhung Te, 
wobei die lineare Regression der Werte log EC50 vs. log Kow der Narkotika (blaue 
Kreise) die Narkose-Gerade (durchgezogene Linie) ist. Die Abgrenzung zum 
reaktiven Bereich mit einem Te = 10 und die Toxizitätserhöhung, als Abstand der 
Toxizität einer reaktiven Substanz (roter Kreis) zur Narkose-Gerade sind ebenfalls 
dargestellt 
- 15 - 
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Um eine Einteilung der Toxizitäten vornehmen zu können, wurden Grenzwerte des Te 
definiert. In dieser Arbeit wurde aufgrund der gleichbleibenden experimentellen Unsicherheit 
des Testsystems und der allgemeinen Streunung der experimentelle EC50-Werte der 
Narkosestoffe um die Narkose-Basisgerade ein Grenzwert von Te = 10 (≡ log Te = 1) zur 
Unterteilung des narkotischen Bereichs und des Bereichs der reaktiven Toxizität festgelegt. 
Ein Te > 10 einer Verbindung deutet somit auf einen reaktiven Mechanismus dieser 




Strukturalarme resultieren aus Struktur-Reaktivitäts- beziehungsweise Struktur-Toxizitäts-
Analysen und werden für die Identifizierung reaktiver und eventuell toxikologisch relevanter 
Verbindungen verwendet, also auch für die Abschätzung des zu erwartenden 
Toxizitätsbereichs (von der Ohe, 2005). Sie basieren auf den Toxizitätserhöhungen einer 
Gruppe chemischer Verbindungen. Diese Substanzen besitzen eine gemeinsame reaktive 
funktionelle Gruppe, wodurch alle Substanzen nach demselben Reaktionsmechanismus mit 
biologischen Molekülen reagieren. Aus der Gegenüberstellung der Toxizitätserhöhungen und 
der chemischen Struktur können aktivierende und desaktivierende Strukturen in der 
chemischen Formel identifiziert werden. Durch das Zusammenstellen aller exzesstoxischen 
Strukturen wird der Strukturalarm als eine chemische Formel erstellt. 
 
Die Toxizitätserhöhungen und die Strukturalarme werden für die Risikobewertung sowie zur 
Entwicklung von In-silico-Verfahren genutzt. Zudem werden sie für die die ITS und für die 
Chemikalienbewertung verwendet.  
 
3.6 Toxizitätsbewertung von Mischungen  
 
In den seltensten Fällen sind Mensch und Umwelt der Exposition einer einzelnen Substanz 
ausgesetzt. In den meisten Fällen handelt es sich um Mischungen verschiedener Chemikalien, 
die sich in ihrer Wirkung beeinflussen können. Eine Untersuchung aller denkbaren 
Kombinationsmöglichkeiten ist nicht zu bewerkstelligen. Nichtsdestotrotz sollten mögliche 
Kombinationseffekte in der Risikobewertung von Chemikalien berücksichtig werden. Gerade 
für häufig auftretende Gemische ist dies wichtig. Die Einzelstoffbewertung stellt die 
Grundlage der Bewertung der Kombinationswirkung dar. Durch die Feststellung der 
Grundlagen 
Wirkmechanismen der Einzelverbindungen kann die Höhe der Wirkung der Mischung 
abgeschätzt werden. 
 
3.6.1 Konzepte der Kombinationswirkung 
 
Es werden vier Möglichkeiten der gegenseitigen Beeinflussung der Substanz unterschieden 
(Loewe, 1926; Loewe, 1953, Bliss, 1939): 
 • Konzentrations-Additivität, KA: Die Substanzen in der Mischung wechselwirken 
nicht miteinander. Sie besitzen allerdings denselben Wirkmechanismus. Eine Substanz verhält 
sich in Bezug auf den untersuchten Wirkparameter wie eine Verdünnung der anderen 
Substanz. Zudem weisen die untersuchten Substanzen parallele Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen auf und unterscheiden sich nur in ihrer relativen Wirkstärke (Grimme, 2000).  
 • Unabhängige Wirkung, UW: Die Substanzen der Mischung wechselwirken ebenfalls 
nicht miteinander. Sie besitzen jedoch unterschiedliche Wirkmechanismen und beeinflussen 
sich nicht. 
 • Synergismus: Die Substanzen in der Mischung interagieren und aktivieren einander, 
so dass die Wirkung und die Gesamttoxizität höher sind als allein durch die Konzentrations-
Additivität vorhergesagt werden kann. 
 • Antagonismus: Die Substanzen wechselwirken ebenfalls miteinander. Jedoch 
desaktivieren sie sich gegenseitig, was zu einer Minderung der Gesamttoxizität führt, die 
geringer ist als die durch das Konzentrations-Additivitäts-Modell vorhergesagt werden kann. 
Sie ist allerdings höher als mit dem Modell der Unabhängigen Wirkung berechnet wird.  
   
In dieser Arbeit ist die Wirkung einer Substanz als Folge der chemischen Reaktion auf 
molekularer Ebene definiert. Daraus folgt für die Beurteilung der Mischungswirkung, dass hier 
die Wirkungen der Einzelsubstanzen miteinander verglichen werden. Es werden somit die 
verschiedenen Reaktionsmechanismen der reaktiven Substanzen und der Narkotika  betrachtet.  
 
Die Modelle der Kombinationseffekte können wie folgt mathematisch ausgedrückt werden: 
Nach dem Konzentrations-Additivitäts-Modell, KA, lässt sich die Toxizität des Gemisches, 








cc          (5) 






















        (6) 
Für die Berechnung wird ein theoretischer Effekt vorgegeben und die Effektkonzentration des 
Gemisches berechnet. Die Konzentrationen cA und cB sind die Konzentration der Substanzen 
in der Mischung. Die Konzentrationen ECxA bzw. ECxB sind die Effektkonzentrationen der 
Substanzen im Einzelversuch. Die Fraktionen pA und pB sind die Konzentrationsanteile der 
Substanzen A und B in der Mischung (Grimme, 2000). Eine Herleitung der Gleichung ist im 
Anhang  zu finden.  
Nach dem Modell der Unabhängigen Wirkung, UW, lässt sich die Wirkung des Gemisches, 
Emix, aus den Wirkungen der Einzelsubstanzen, E, bei vorgegebener Konzentration berechnen. 
Für ein binäres Gemisch gilt (Grimme, 2000): 
         (7) BABAmix EEEEE ⋅−+=
 
Der Mischungseffekt, Emix, ergibt sich somit aus: 
  ( ) ( )BAmix E1E11E −⋅−−=        (8) 
 
Die Effekte EA bzw. EB sind die Effekte der Substanzen im Einzelversuch und lassen sich aus 
der sigmoidalen Funktion der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der 
Einzelstoffuntersuchung mit gegebener Konzentration berechnen. Eine genaue Berechnung an 
einem Beispiel ist im Anhang zu finden.  
 
In vielen Studien konnte die Anwendbarkeit beider Konzepte gezeigt werden. Da das Konzept 
der Konzentrations-Additivität sowohl für ähnlich wirkende Stoffe (Altenburger, 2000; Faust, 
2000; Junghans, 2003; Hermens, 1984a) als auch für Mischungen aus Substanzen mit 
unähnlichen Wirkmechanismen experimentell demonstriert worden ist (Hermens, 1982; 
Hermens 1984b), wird dieses Modell als allgemein gültiges Modell für die Vorhersage von 
Mischungstoxizitäten diskutiert (Berenbaum, 1985; Grimme, 1998; Walter, 2002). Das 
Konzentrations-Additivitäts-Modell zeigt in der Regel höhere Mischungstoxizitäten an als das 
Modell der Unabhängigen Wirkung, weshalb es für die Risikobewertung und -abschätzung das 
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3.6.2 Index on Prediction Quality IPQ 
 
In der vorliegenden Dissertation lag das Interesse in der Untersuchung und Prüfung der 
Mischungstoxizität und ob die getesteten Einzelverbindungen ähnliche oder unterschiedliche 
Wirkmechanismen und damit Reaktionsmechanismen aufweisen. Zur besseren Beurteilung der 
Konzepte wurden die lokalen Abstandsmaße, Index on Prediction Quality IPQ, verwendet 
(Grimme, 1996). Diese dienen zur Konzept-vergleichenden Betrachtung der Über- und 
Unterschätzung von Mischungstoxizitäten und sind definiert als der Quotient der 
experimentellen Mischungstoxizität und der vorhergesagten Toxizität nach den einzelnen 
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Ein IPQ = 0 repräsentiert eine Übereinstimmung des experimentellen Wertes und des 
gewählten Konzeptes. Ein IPQ < 0 dagegen weist auf eine Unterschätzung der Toxizität durch 
das Vorhersagemodell hin. Und ein IPQ > 0 steht für eine Überschätzung der 




Isobologramme sind ein graphische Methode, um Mischungstoxizität einer binären Mischung 
nach den Kombinationsmodellen auszuwerten. Sie wurden von Loewe und Muischnek 
generiert und waren die erste Möglichkeit, Kombinationswirkungen binärer Mischungen 
wissenschaftlich zu analysieren (Loewe, 1926). Die Isobologramme basieren auf dem 
Konzentrations-Additivitäts-Modell. Sie können jedoch durch die graphische Darstellung für 
beide Konzepte angewendet werden. In einem Isobologramm werden die 
Einzelstoffkonzentrationen auf der x- und y-Achse aufgetragen. Eine Linie, die beide Achsen 
in den Effektkonzentrationen schneidet, die dieselbe Effektstärke bewirken, wird Isobole 
genannt. Diese repräsentiert in jedem Punkt das Verhalten der zwei Einzelsubstanzen in der 
Mischung bei einer gemeinsamen Wirkung. Die Gerade, die durch die Effektkonzentrationen 
EC50A auf der x-Achse und EC50B auf der y-Achse gezogen werden kann, ist die 
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Referenzgerade und repräsentiert das Konzentrations-Additivitäts-Modell. Unterhalb dieser 
Referenzgeraden werden Mischungstoxizitäten detektiert, deren Effekte stärker sind als 
mithilfe des KA-Modells berechnet wird (Synergismus). Oberhalb der Referenzlinie werden 
dagegen schwächere Effekte beobachtet als mit Hilfe des KA-Modells berechnet wird 
(Antagonismus). Der Bereich oberhalb der Effektkonzentrationen der Einzelstoffe ist der 
Bereich der Unabhängigen Wirkung.  
    
Schema 4: Darstellung eines Isobologramms, welches sich aus einem x-y-Diagramm der 
einzelnen Substanzkonzentrationen in der Mischung ergibt. Die vier möglichen 
Kombinationseffekte sind ebenfalls dargestellt: Gesamttoxizität liegt im (1) 
synergistischen Bereich mit zugehöriger synergistischer Isobolen; (2) Bereich der 
Konzentrations-Additivität, der durch die Standardfehler der Einzelstoff-EC50-
Werte abgegrenzt ist und die lineare Referenzlinie beinhaltet; (3) antagonistischer 
Bereich mit zugehöriger antagonistischer Isobolen; (4) Bereich der Unabhängigen 
Wirkung; (modifiziert nach Altenburger, 1990) 
 
Der Vorteil des Isobologramms ist, dass mehrere untersuchte Mischungsverhältnisse in einem 
Diagramm bewertet werden können. Es kann somit eine globale Bewertung der 
Kombinationseffekte der Einzelsubstanzen in der Mischung erfolgen. 
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Tetrahymena pyriformis GL 
A. Müller, Department Proteomik, Helmholtz Zentrum für 
Umweltforschung - UFZ, Leipzig 
Tetrahymena pyriformis GL 
ATCC-Nr.: 30327 





Für die Herstellung, der hier aufgeführten Medien wurde bidestilliertes Wasser verwendet. Die 
Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit 2 M HCl bzw. 2 M NaOH. Für das sterile Arbeiten 




(enzymatisch verdautes Protein) 
20 g/L BD, Difco Laboratories, Becton Dickinson
Hefe-Extrakt 1 g/L BD, Difco Laboratories, Becton Dickinson
(wasserlösliches Extrakt autolysierter Hefezellen) 
Glucose,  10 g/L Merck, Darmstadt 
pH = 7,0   
 
PPTS-Medium 
Proteose Pepton 5 g/L BD, Difco Laboratories, Becton Dickinson 
Trypton 
(enzymatisch verdautes Casein) 
5 g/L BD, Difco Laboratories, Becton Dickinson 
Dikaliumhydrogenphosphat 0,2 g/L Merck, Darmstadt 
pH = 7,2   
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RM-Medium 
Reiskörner, autoklaviert 10 Stck.  
Volvic Wasser, autoklaviert 20 mL  
Die Bestandteile werden erst bei der Umsetzung der Kulturen zusammen gegeben. 
 
K2HPO4-Puffer 
Dikaliumhydrogenphosphat 0,2 g/L Merck, Darmstadt 
pH = 7,2   
 
4.1.3 Reagenzien und Lösungsmittel 
 
Substanz Hersteller 
Acetonitril Merck, Darmstadt 
Bacillol Plus VWRTM International 
Bode Sterilium Bode Chemie 
CASY® ton 
(isotonische, isoosmotische Phosphat-gepufferte 
Natriumflourid-Lösung (0,03 %)) 
Innovatis AG CASY® Technology 
Dimethylsulfoxid  Merck, Darmstadt 
Ethanol, 96 %  Merck, Darmstadt 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Isoton II Beckmann Coulter GmbH 
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 
Kaliumhydroxid Merck, Darmstadt 
Methanol Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid 2 M Merck, Darmstadt 




Bei der Auswahl der Chemikalien mussten folgende Kriterien beachtet werden: 
Wasserlöslichkeit, Flüchtigkeit, Giftigkeit und Hydrophobie. Im Kapitel 5 werden diese für die 
jeweiligen Substanzen ausführlich beschreiben. Die jeweiligen Strukturen sind in den 
jeweiligen Kapiteln zu finden. 
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4.1.4.1 Narkotika  
Name CAS Hersteller 
Ethylenglykol 107-21-1 Merck 
Methanol 67-56-1 Merck 
Ethanol 64-17-5 Merck 
Aceton 67-64-1 Merck 
2-Butanon 78-93-3 Merck 
Butanol 71-36-3 Merck 
2-Pentanon 107-87-9 Fluka 
Methyl-tert-butylether 1634-04-4 Fluka 
Dichlormethan 75-09-2 Merck 
Trichlormethan 67-66-3 Merck 
Hexanol 111-27-3 Alfa Aesar, Karlsruhe 
Benzol 71-43-2 Merck 
Heptanol 111-70-6 Merck 
Oktanol 111-87-5 Merck 
p-Xylol 106-42-3 Merck 
1,2,4-Trichlorbenzol 120-82-1 Fluka 
Diphenylether 101-84-8 Fluka 
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 634-66-2 Sigma Aldrich  
4-Bromdiphenylether 101-55-3 Sigma Aldrich 
Dodekanol 112-53-8 Riedel de Haen 
Pentachlorbenzol 608-93-5 Riedel de Haen 
Toluol 108-88-3 Merck 
Naphthalin 91-20-3 Merck 
Acenaphthen 83-32-9 Promochem 
Phenanthren 85-01-8 Merck 
 
4.1.4.2 Heterozyklische Vierringe 
Name CAS Hersteller 
3-Methyl-3-oxetanmethanol 3143-02-0 Sigma Aldrich 
Oxetan 503-30-0 Merck 
Azetidin 503-29-7 Sigma Aldrich 
Thietan 287-27-4 Sigma Aldrich 
3,3-Dimethyloxetan 6921-35-3 Alfa Aesar 
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4.1.4.3 Nitroverbindungen 
Name CAS Hersteller 
Nitromethan 75-52-5 Merck 
Nitroethan 79-24-3 Merck 
1-Nitropropan 108-03-2 Merck 
2-Nitropropan 79-46-9 Merck 
2-Hydroxy-5-nitropyridin 5418-51-9 Alfa Aesar 
4-Nitropyridin-N-oxid 1124-33-0 Alfa Aesar 
3-Nitropyridin 2530-26-9 Alfa Aesar 
2-Amino-5-nitropyridin 4214-76-0 Fluka 
2-Methoxy-5-nitropyridin 5446-92-4 Sigma Aldrich 
2-Chlor-5-Nitropyridin 4548-45-2 Alfa Aesar 
Nitrobenzol 98-95-3 Alfa Aesar 
4-Nitrophenol 100-02-7 Sigma Aldrich 
6-Nitrochinolin 613-50-4 Alfa Aesar 
 
4.1.4.4 Harnstoffe und Thioharnstoffe 
Name CAS Hersteller 
N,N’-Diphenylthioharnstoff 102-08-9 Alfa Aesar 
N-Methyl-N-phenylthioharnstoff 4104-75-0 Alfa Aesar 
tert-Butylthioharnstoff 7204-48-0 Alfa Aesar 
N-Phenylharnstoff 64-10-8 Merck 
N,N’-Diallylthioharnstoff 6601-20-3 Alfa Aesar 
Allylthioharnstoff 109-57-9 Alfa Aesar 
4-Hydroxyphenylthioharnstoff 1520-27-0 Alfa Aesar 
N,N’-Diphenylharnstoff 102-07-8 Alfa Aesar 
3-Hydroxyphenylthioharnstoff 3394-05-6’ Alfa Aesar 
Thioharnstoff 62-56-6 Alfa Aesar 
Harnstoff 57-13-6 Alfa Aesar 
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4.1.4.5 Aromatische Disulfide 
Name CAS Hersteller 
2,2’-Dithiobis(5-nitropyridin) 2127-10-8 Sigma Aldrich 
2,2’-Dipyridyldisulfid 2127-03-9 Alfa Aesar 
4-Nitrophenyldisulfid 100-32-3 Sigma Aldrich 
Diphenyldisulfid 882-33-7 Alfa Aesar 
Bis(4-methoxyphenyl)-disulfid 5335-87-5 Alfa Aesar 
Dibenzyldisulfid 150-60-7 Alfa Aesar 
Bis(4-chlorphenyl)-disulfid 1142-19-4 Alfa Aesar 
 
4.1.4.6 Chinone 
Name CAS Hersteller 
2,6-Dimethoxybenzo-1,4-chinon 530-55-2 Sigma Aldrich 
2-Methoxybenzo-1,4-chinon 2880-58-2 Tokyo Chemical Industry Co. Ltd. 
p-Benzochinon 106-51-4 Alfa Aesar 
p-Benzochinondioxim 105-11-3 Alfa Aesar 
Thymochinon 490-91-5 Sigma Aldrich 
2-Methoxy-1,4-hydrochinon 824-46-4 Alfa Aesar 
1,4-Hydrochinon 123-31-9 Merck 
1,3-Hydrochinon 108-46-3 Merck 
1,2-Hydrochinon 120-80-9 Merck 
 
4.1.4.7 Zimtaldehyde 
Name CAS Hersteller 
trans-Zimtsäureamid 621-79-4 Alfa Aesar 
Phenylpropiolaldehyd 2579-22-8 Sigma Aldrich 
Nitrozimtaldehyd 1466-88-2 Alfa Aesar 
Zimtaldehyd 104-55-2 Merck 
Zimtsäuremethylester 103-26-4 Alfa Aesar 
Methylzimtaldehyd 101-39-3 Alfa Aesar 
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4.1.4.8 α,β-ungesättigte Carboxylate 
Name CAS Hersteller 
Methylacrylat 96-33-3 Merck 
Ethylacrylat 140-88-5 Merck 
n-Propylacrylat 925-60-0 Alfa Aesar 
tert-Butylacrylat 1663-39-4 Alfa Aesar 
Methyl-trans-2-hexenoat 13894-63-8 Alfa Aesar 
Isobutylacrylat 106-63-8 13894-63-8 
   
Ethylpropiolat 623-47-2 Merck 
Butinsäureethylester 4341-76-8 Alfa Aesar 
tert-Butylpropiolat 13831-03-3 ABCR 
Hexinsäuremethylester 18937-79-6 Sigma Aldrich 
Oktinsäuremethylester 111-12-6 Sigma Aldrich 
 







1,2-Propylenoxid 75-56-9 Merck 
Thiiran 420-12-2 Sigma Aldrich 
2-Methyl-1,2-epoxypropan 558-30-5 Merck 
1,2-Epoxybutan 106-88-7 Merck 
1,2-Propylensulfid 1072-43-1 Sigma Aldrich 
1,2-Epoxy-3-methylbutan 1438-14-8 Alfa Aesar 
1,2-Epoxyhexan 1436-34-6 Alfa Aesar 
1,2-Epoxyoktan 2984-50-1 Alfa Aesar 
1,2-Epoxydodekan 2855-19-8 Alfa Aesar 
Allyl-2,3-epoxypropylether 106-92-3 Merck 
2,3-Epoxypropylisopropylether 4016-14-2 Merck 
Butyl-2,3-epoxypropylether 2426-08-6 Merck 
(2,3-Epoxypropyl)-methacrylat 106-91-2 Merck 
Epoxystyrol 96-09-3 Merck 
2,3-Epoxypropylphenylether 122-60-1 Merck 
2,3-Epoxy-3-phenylpropionsäureethylester 121-39-1 Alfa Aesar 
Chalcon-α,β-epoxid 5411-12-1 Alfa Aesar 
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4.1.4.10 α-halogenierte Carbonyle 
Name CAS Hersteller 
Bromacetylbromid 598-21-0 Alfa Aesar 
3-Brom-1,1,1-trifluoracetat 431-35-6 Alfa Aesar 
Methylbromacetat 96-32-2 Fluka 
Chloressigsäureethylester 105-39-5 Alfa Aesar 
2-Brompropionsäuremethylester 5445-17-0 Alfa Aesar 
Bromessigsäurepropylester 35223-80-4 Alfa Aesar 
2-Brom-4’-nitroacetophenon 99-81-0 Alfa Aesar 





Cups      Innovatis AG CASY®  Technology 
Einwegspritzen, 1 mL Terumo® Europe N.V.  
Erlenmeyerkolben, enghals, 100 mL 
                               weithals, 50 mL 
                               weithals, 100 mL 
Duran®, Duran Group 
Eppendorf Pipettenspitzen  Eppendorf AG, Hamburg 
Eppendorf Tubes 1,5 mL Eppendorf AG, Hamburg 
Glaskolben mit Schraubkappe, 50 mL UFZ, Werk1; Duran Group 
Injektions-Kanülen ROSE GmbH, Trier 
Laborflaschen, enghals mit Gewinde, 1 L  Schott 
Messkolben, verschiedene Volumina Hirschmann  
Stopfen, Steristopfen ®, für Eng- und Weithalskolben  VWRTM International, VWR Collection 
Schraubverbindungskappen, Gewinde 25 Duran®, Duran Group 
Septen , Silikon/PTFE, 22 mm Verschlüsse Ultra BondTM 
Serologische Pipetten 5 mL, 10 mL, 25 mL VWRTM International 
Stopfen mit Abtropfspitze, für NS29 Duran®, Duran Group 
Teflonringe Glindemann® 





Material & Methoden 
- 28 - 
4.1.6 Geräte 
 




CASY® Cell Counter und Analyser System 
Model TTC 
Multisizer TM 3 Coulter Counter 
INNOVATIS 
 
Beckmann Coulter GmbH 
Analysewaagen 
 




Autoklav Modell Systec 3850 EL Tuttnauer Europe Medical 
Brutschrank B 6209  Heraeus Instrument GmbH 
 BF 240 Binder 
 Sanyo Incubator, MIR-153 Sanyo Incubator 
Eppendorf-Pipetten verschiedene Pipettiervolumina  Eppendorf 
Eppendorf-Vortexer lab dancer, Modell S 40 VWR 
HPLC  
 





reversed phase EC 250/4.6 Nucleosil 100-5 
C18 column 
Macherey – Nagel, Germany 
pH-Meter CG 841 Glaselektrode N6480 Shott Geräte GmbH  
Magnetrührwerk Typ MR 3000 D Heidolph Instruments GmbH 
Mikroskop Olympus CH-2-PCD-PL Olympus Optical Co. Ltd. 
Sterilbank 
 
Modell KS 12, Sicherheitsklasse 2, HERA 
Safe; Thermo Scientific 
Heraeus Instruments 
GmbH  
Trockenschrank  Heraeus Instruments GmbH 
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4.2 Methoden 
4.2.1 Zellbiologische Methoden 
 
Die zellbiologischen Arbeiten wurden an den Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL 
durchgeführt. Hierzu erfolgten alle Arbeiten unter sterilen Bedingungen. Sämtliche Medien 
und Lösungen wurden zuvor autoklaviert. Zudem wurden nur sterile Verbrauchsmaterialien 
verwendet. Vor Gebrauch wurden alle Lösungen und Medien auf 28°C erwärmt, da bei dieser 
Temperatur optimale Wachstumsbedingungen für die Einzeller herrschen. Je nach Bedarf 





Für die Sicherstellung und Aufrechterhaltung einer frischen Kultur wurden in einem 100 mL 
Enghals-Erlenmeyerkolben 1 • 105 Zellen/mL in 20 mL Volvic® -Wasser mit 10 Reiskörnern 
versetzt und bei Raumtemperatur im Dunkeln und ohne Schütteln für 40 d gehalten. Für das 




Die Stammhaltung erfolgte unter zwei verschiedenen Bedingungen. Zum einen wurde eine 
Kultur unter gleichen Bedingungen wie die Dauerkultur gehalten. Hierbei erfolgte das 
Passagieren alle 30 d, wobei 2 mL einer Vorkultur mit 20 mL PPYG-Medium in einem 100 
mL Enghals-Kolben versetzt wurden. Zum anderen wurden in einem 100 mL Enghals-Kolben 
3 mL Vorkultur mit 22 mL PPYG-Medium versetzt und bei 28°C im Dunkeln gehalten. Das 
Passagieren dieser Kulturen erfolgte abwechselnd nach 3 bzw. 4 d.  
 
Kultivierung für die Versuchsansätze (PPTS-Kultur) 
Um in dem Wachstumshemmtest optimale und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, 
wurden die Zellen in die exponentielle Wachstumsphase versetzt. Hierzu wurden in einem 100 
mL Enghals-Kolben 5 mL PPYG-Vorkultur mit 20 mL PPTS-Medium versetzt und bei 28°C 
im Dunkeln für 24 h gehalten. Anschließend konnten sie in dem Wachstumshemmtest 
eingesetzt werden. 
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4.2.1.2 Kontaminationskontrolle 
 
Um eine optimale Kultivierung der Reinkulturen zu gewährleisten, wurden die Zellzahlen der 
Kulturen nach jedem Umsetzen mithilfe eines Zellzählers bestimmt. Hierbei wurde nicht nur 
die Partikelanzahl im zellgrößenspezifischen Bereich (20 – 40 µm) gemessen, sondern auch 
kleinere Bereiche bis zu 3 µm untersucht. Die meisten Kontaminationen können durch 
verschiedene Bakterien verursacht werden. Da die Zellgröße von Bakterien im Durchschnitt 
1 – 10 µm beträgt, können diese mithilfe der Zellzahlbestimmung detektiert werden. 
Zusätzlich wurden die Kulturen mikroskopisch auf Vitalität, Beweglichkeit, äußere 
Beschaffenheit und eventuelle Kontaminationen untersucht.  
     
Abbildung 2: Mikroskopieaufnahme einer Ciliatenkultur zu Beginn der exponentiellen 




4.2.2.1 Untersuchung von Einzelstoffen 
 
Die zu testenden Substanzen wurden in dem Wachstumshemmtest in mindestens drei 
voneinander unabhängigen Versuchsreihen untersucht. Dabei diente die erste Versuchsreihe 
als Vortest, um zunächst den toxischen Konzentrationsbereich der Prüfsubstanz zu ermitteln. 
Hierbei erfolgte die Wahl der höchsten Konzentrationsstufe nach maximaler wässriger 
Löslichkeit. Die Erstellung der Verdünnungsreihe erfolgte in 0,1-Schritten.  
In den darauf folgenden Hauptversuchen wurde der Konzentrationsbereich verkleinert und die 
Konzentrationen so gewählt, dass ein Großteil dieser eine Wachstumshemmung des 
Organismus zwischen 20% und 80% bewirkten.  
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Für die Vortests wurde jeweils eine Verdünnungsreihe mit sechs bis sieben verschiedenen 
Konzentrationen in Doppelbestimmung getestet. In den Hauptversuchen wurden drei 
Parallelansätze der Verdünnungsreihe, welche aus sechs bis acht Konzentrationen bestanden, 
untersucht. Der zweite Hauptversuch diente vor allem zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit 
der bis dahin erhaltenen Ergebnisse. Für einige Substanzen mussten aus Mangel an 
wiederholbaren Ergebnissen die Versuche bis zu fünfmal wiederholt werden.  
In jedem Versuchsansatz wurden zudem Negativkontrollen ohne Prüfsubstanz in drei 
Parallelansätzen untersucht. Für die meisten Prüfsubstanzen wurde aufgrund geringer 
Wasserlöslichkeit Dimethylsulfoxid (DMSO) als Lösungsvermittler in einer Konzentration 
von 0,1% (v/v) verwendet. Für einige Prüfsubstanzen musste diese jedoch auf eine maximale 
Konzentration von 1% (v/v) erhöht werden. Die verwendeten DMSO-Konzentrationen wurden 
auf ihre Effekte im Wachstumshemmtest untersucht, indem DMSO-Negativkontrollen 
generiert wurden, die aus Medium, Ciliaten und DMSO in den entsprechenden 
Konzentrationen bestanden. Zur Überprüfung des Lösungsmitteleinflusses wurden reine 
Negativkontrollen und DMSO-Negativkontrollen mitgeführt.  
 
4.2.2.2 Untersuchung binärer Mischungen 
 
Für die Substanzauswahl zur Untersuchung der binären Mischung wurden die Ergebnisse der 
Einzelversuche herangezogen. Kriterien wie Reproduzierbarkeit, geringere Fehlerbereiche, 
chemische Struktur, physikochemische Eigenschaften und Reaktionsmechanismus waren für 
die Substanzauswahl ausschlaggebend. Die binären Mischungen wurden mit dem Ziel 
untersucht, gemeinsame Reaktionsmechanismen im Organismus der eingesetzten Substanzen 
aufzudecken. Zur späteren Auswertung sollten die Modelle der Konzentrations-Additivität und 
der Unabhängigen Wirkung dienen. 
Für die Erstellung der binären Mischungen wurde das fixed Ratio-Design verwendet. Hierbei 
besteht die Mischung aus einem bestimmten Verhältnis der EC50-Werte der Substanzen in der 
Mischung. Für die Erstellung einer Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wird die 
Mischungskonzentration variiert, wobei das Verhältnis der Mischungskomponenten konstant 
gehalten wird. Folgende Mischungsverhältnisse der EC50-Werte wurden getestet:  
  1:0    0,75:0,25    0,5:0,5    0,25:0,75    0:1.  
Die Mischungskonzentration, ergab sich aus der Summe der Konzentrationen der 
Mischungskomponenten, ci, die das Produkt der fraktionellen Anteile, fi, und der effektiven 
Konzentrationen der Substanzen im Einzelversuch bei einem Effekt x, ECxi, sind. 
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Da für jede Mischung Effekte zwischen 0% und 100% Wachstumshemmung detektiert werden 
sollten, ergab sich für die maximale Mischungskonzentration cmix(max):  
  cmix(max) = z • cmix        (11) 
 
Aufgrund der unterschiedlichen Anstiege der Konzentrations-Wirkungs-Kurven der 
Einzelstoffe variierte der Faktor z zwischen 4 und 6. Für die Erstellung der Verdünnungsreihe 
wurde ein Faktor von 1,75 gewählt. Die Versuche wurden nachdem gleichen Verfahren 
angesetzt wie auch die Einzelstoffe untersucht wurden. Für jede binäre Mischung wurden 
mindestens zwei unabhängige Versuchsreihen mit jeweils 10 Konzentrationsstufen, drei 
Negativkontrollen und drei DMSO-Negativkontrollen mit 1% (v/v) in drei Parallelansätzen 
getestet.  
 
4.2.2.3 Applikation der Prüfsubstanzen  
 
Für jeden Versuchsansatz wurde in einem 50-mL-Weithals-Erlenmeyerkolben die 
Prüfsubstanz mit einem Volumen von 0,1% ( v/v) zu der Zellsuspension mit einer 
Zellkonzentration von 0,2 • 105 Zellen/mL gegeben, so dass ein Gesamtvolumen von 5 mL 
erhalten wurde. Da in manchen Fällen diese Konzentration für eine Wirkung von mindestens 
80% nicht ausreichte, wurde das Volumen auf 1% (v/v) erhöht. In den 
Mischungsuntersuchungen wurden immer 1% (v/v) der Mischungskonzentration zugegeben. 
Die Kolben wurden nach der Probenapplikation sofort luftdicht verschlossen. Auf dem dazu 
verwendeten Glasstopfen befand sich ein Teflonring. Die Versuchsreihen wurden dann bei 
28°C im Dunkeln im Brutschrank für entweder 24 h, 48 h oder 72 h exponiert.   
 
4.2.2.4 Methode der passiven Dosierung  
 
Die Bestimmung des Einflusses hydrophober Substanzen auf aquatische Systeme ist oft 
fehlerbehaftet und im Vergleich zur Untersuchung von hydrophilen Stoffen komplex in der 
Durchführung. Beispielsweise zeichnen sich die polyaromatischen Kohlenwasserstoffe durch 
ihre sehr geringe Wasserlöslichkeit aus. Hydrophobe Substanzen sorbieren sehr schnell an 
organisches Material, so dass die nominale Substanzkonzentration nicht die gelöste 
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Substanzkonzentration in der wässrigen Phase ist. Da es für hydrophobe Substanzen 
energetisch günstiger ist nicht von Wassermolekülen umgeben zu sein, sind die Moleküle 
bestrebt die wässrige Umgebung zu verlassen und in die ebenfalls hydrophobe Membran zu 
gelangen. Somit sind für stark hydrophobe Substanzen schon sehr geringe Konzentrationen 
ausreichend, um toxisch auf den Organismus zu wirken. 
Die Herstellung geeigneter Stammlösungen mit konstanten Konzentrationen ist für diese 
Stoffklasse etwas kompliziert, da sie neben der sehr geringen Wasserlöslichkeit oft auch 
flüchtig sind und sehr gut an Glaswände oder Membranbestandteile sorbieren.  
Mayer et al. entwickelten eine Methode mit der stark hydrophobe Substanzen vereinfacht auf 
ihren Effekt in aquatischen Systemen untersucht werden können. Diese Methode wird passive 
Dosierung, passive dosing, bezeichnet und basiert auf folgendem Prinzip basiert (Mayer, 1999; 
Smith, 2010):  
Ein PDMS-Silikon wird mit einer Lösung der Prüfsubstanz bei 22°C inkubiert. Nach  
mindestens 72 h hat sich das Konzentrationsgleichgewicht eingestellt und das Silikon ist 
gesättigt. Die Lösung der Prüfsubstanz wird mit einer Methanollösung ausgetauscht und das 
System erneut bis zum Einstellen des Konzentrationsgleichgewichtes der Phasen bei 28°C für 
24 h inkubiert. Nun ist auch die Methanolphase mit der Prüfsubstanz gesättigt. Für 
Konzentrations-Wirkungs-Experimente wird diese gesättigte Methanolphase 1:1 mit Methanol 
verdünnt und diese Lösung mit einem unbeladenen Silikon inkubiert, so dass die 
halbmaximale Konzentration der Prüfsubstanz im Silikon vorliegt. Für die weiteren 
Verdünnungsschritte wird analog verfahren. Die Herstellung der Verdünnungsreihen für diese 
Arbeit wurde in Roskilde, Dänemark, im Arbeitskreis von Prof. P. Mayer vorgenommen.  
 
In dieser Arbeit wurden drei PAKs bezüglich der Ermittlung der Wirkungsstärke sowie für die 
Bestimmung der EC50-Werte folgende Versuchdurchführung angewendet: In ein 10-mL-
HPLC-Vial beladen mit gesättigten PDMS-Silikon wurden 4,7 mL PPTS-Medium gegeben 
und über Nacht bei 28°C zur Gleichgewichtseinstellung inkubiert. Nach erfolgter Inkubation 
wurden 300 µL einer PPTS-Zellkultur in die wässrige Phase gegeben. Die Gesamtzellzahl 
sollte dabei 1,3 • 104 Zellen/mL betragen. Als Negativkontrollen wurden Ansätze ohne Probe 
und ohne PDMS-Silikon verwendet. Um den Einfluss des Silikons auf das Zellwachstum 
auszuschließen, wurden zusätzlich PDMS-Negativkontrollen ohne Probensubstanz mitgeführt. 
Für die Startzellzahlmessung jedes Ansatzes wurden 100 µL Zellsuspension entnommen. Die 
Ansätze wurden im Dunkeln bei 28°C exponiert. Nach 24 h wurden abermals 100 µL 
Zellsuspension entnommen und die Zellzahl gemessen. Nach Abschluss der Messung wurden 
Material & Methoden 
je 0,9 mL Zellsuspension in ein 1,8-mL-HPLC-Vial überführt und mit 0,9 mL Methanol 
versetzt. Die nun leeren 10-mL-Silikon-Vials wurden mit einem Papiertuch trocken getupft. 
Die Analyse der Probenkonzentrationen der Suspensionen und der Silikone wurde in Roskilde 
vorgenommen. 
 
4.2.3 Zellzahlbestimmung  
 
Für die Bestimmung der Zellzahlen wurden die zwei Zellzähler Multisizer TM 3 Coulter 
Counter und CASY® Cell Counter verwendet. Beide Geräte liefern vergleichbare Ergebnisse. 
Es wurde jedoch darauf geachtet, dass für eine Versuchsreihe immer dasselbe Gerät verwendet 
wurde. 
   
Schema 5: Zellzähler CASY® Cell Counter und Multisizer TM 3 Coulter Counter, die für die 
Zellzahlbestimmung genutzt wurden 
 
Beide Geräte sind elektronische Zellzähler, welche nach dem Widerstandsmessprinzip 
arbeiten. Zur Messung wird ein definiertes Volumen einer Suspension aus 100 µL Zellen und 
isotonischer Salzlösung (10 mL CASY®ton bzw. 9,9 mL Isoton II) durch eine 
spannungsbelegte Messkapillare mit definiertem Innendurchmesser gesaugt. Über zwei 
Platinelektroden wird eine Spannung an die Kapillarstrecke angelegt, wobei die Elektrolyt-
gefüllte Kapillare einen definierten Widerstand darstellt. Die Partikel und Zellen sind 
näherungsweise als Isolatoren in einer Säule mit Elektrolytlösung zu betrachten. Sobald eine 
Zelle in die Messkapillare eindringt, erhöht sich der elektrischen Widerstand. Da die Zellen die 
Messkapillare einzeln durchqueren, kann der Betrag der Widerstandserhöhung als Maß für das 
Volumen der Zellen betrachtet werden. Die Scannfrequenz der Partikelmessung beträgt 1 
MHz, somit wird jede Zelle mehrere hundertmal gemessen. Die unterschiedlichen Signale 
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vitaler Zellen, avitaler Zellen (durchlässige Membran) oder Zelldebris können dadurch gut 
getrennt werden. Bei der Messung der Zellen Tetrahymena pyriformis wurden folgende 
Bereiche festgelegt: 
 • 20 – 40 µm vitale Zellen 
 • 10 – 20 µm avitale Zellen 
 • 0 – 10 µm Zelldebris 
Durch die Aufteilung in die Bereiche kann die Beschaffenheit der Probe neben der 
Zellzahlbestimmung untersucht werden. In Abbildung 3 ist exemplarisch ein Chromatogramm 
einer Zellzahlmessung mit Hilfe des Multisizer TM 3 Coulter Counter dargestellt. Hierbei wird 
der Zelldurchmesser gegen die Zellanzahl aufgetragen. Durch die bekannten Zellgrößen kann 
man intakte Zellen gut von Zelldebris und avitalen Zellen unterscheiden. In dem 
Wachstumshemmtest war nur die Anzahl der intakten Zellen von Interesse. 
    
Abbildung 3: Chromatogramm einer Versuchsmessung (Ethanol (c = 62,5 mM)) 
aufgenommen mit dem MultisizerTM 3 Coulter Counter. 
 
4.2.4 Analytische Methoden 
 
Die analytischen Untersuchungen wurden zur Konzentrationsbestimmung in der wässrigen 
Phase und zur Ermittlung der Fraktion durchgeführt, welche an Zelldebris, 
Mediumbestandteile oder Glaswand sorbiert ist. Dies wurde mit der Zielstellung 
unternommen, die bioverfügbare Substratkonzentration in der wässrigen Phase zu ermitteln, 
welche den Effekt auf die Einzeller bewirkt. 
Für alle Chemikalien wurden die logarithmischen Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten, 
log Kow, und die Henry-Konstanten, H, aus der Online-Datenbank EPI Suite V3.12 (EPA, 
2009) verwendet. Hierbei wurden, falls keine experimentell bestimmten Werte vorhanden 
waren, berechnete Werte verwendet. Alle entnommenen H-Werte wurden in die Luft/Wasser-
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Verteilungskoeffizienten, Kaw, konvertiert. Da diese jedoch nur für eine Temperatur von 25 °C 
gültig sind und in dieser Arbeit bei 28°C gearbeitet wurde, wurde sie mithilfe der folgenden 
Gleichung (Kühne, 2005) auf die Arbeitstemperatur von 28°C korrigiert. 


























     (12) 
Der Temperatur-korrigierte Luft/Wasser-Verteilungskoeffizient resultiert aus Standard-
enthalpie, ΔHØ, der universalen Gaskonstante, R, und der Temperatur, T, in Kelvin. Diese 
Gleichung ist eine abgeleitete Form der van’t Hoffschen Gleichung. Sie ist in der ChemProp 
Software (ChemProp, 1997) implementiert, welche für die Änderung des Koeffizienten 
verwendet wurde.   
 
4.2.4.1 Flüchtigkeit der Substanzen  
 
Die Versuche zur Untersuchung der Wachstumshemmung der Einzeller Tetrahymena 
pyriformis GL wurden in luftdicht verschlossene 50-mL-Erlenmeyerkolben durchgeführt. Ein 
mit einem Glasstopfen verschlossener Kolben hat ein Gesamtvolumen von 70 mL. Die 
wässrige Phase im Versuch hat ein Volumen von 5 mL. Für die gasdichte Schließung der 
Versuchskolben wurden die Stopfen mit Teflonringen versehen. In diesem Versuch wurden 
drei Chemikalien mit unterschiedlichen Henrykonstanten und Dampfdrücken untersucht (Kap. 
5.3 Tab.1). Die ausgewählten Substanzen besitzen einen geringen, mittleren beziehungsweise 
hohen Kaw-Wert wodurch die Ergebnisse exemplarisch für alle Prüfsubstanzen herangezogen 
werden können. 
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch die Verwendung einer 
Hochdruckflüssigkeitschromatographie, high pressure liquid chromatography HPLC, mit 
einem Diodenarray-Detektor (DAD). Als mobile Phase dienten 50% Acetonitril und 50% 
Wasser mit einer Flussrate von 1 mL/min. Als stationäre Phase wurde eine reversed phase C-
18-Säule verwendet. Um mögliche Nebenreaktionen, welche zur Konzentrationsminderung 
beitragen (bspw. Sorption), zu vermeiden wurde ein reine Salzpufferlösung als 
Versuchsmedium verwendet. Diese Pufferlösung bestand aus 0,2 g/L 
Dikaliumhydrogenphosphat. Zur Detektion der Substanzen wurden UV-Wellenlängen von 190 
bis 300 nm gewählt. Nach Erstellung der jeweiligen Kalibriergerade bestehend aus sieben bis 
acht Konzentrationspunkten wurden die Proben nach 0 h und 24 h gemessen, wobei die Proben 
bei 28°C gelagert wurden. Die ermittelten Konzentrationen sind in Tabelle 1 in Kapitel 5.3 als 
cw24 h bezeichnet.  
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Durch das Aufstellen der Massenbilanz nach der Gleichgewichtseinstellung ergibt sich aus den 
Volumina der jeweiligen Phasen, Vw (wässrig) und Vg (Gas), und dem Luft/Wasser-







































=Δ   (13) 
In dieser Gleichung 14 bezeichnet cw(nom) die nominale Substanzkonzentration in der 
wässrigen Phase und cw(vol) die Konzentration im Gasraum. Δcw(vol) dagegen steht für die 
relative Abnahme der wässrigen Konzentration, welche auch als Fraktion der Substanz im 
Gasraum, fg, betrachtet werden kann. Eine Herleitung dieser Gleichung ist im Anhang zu 
finden. 
 
4.2.4.2 Bestimmung der Sorption 
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Mit zunehmender Hydrophobie der Substanzen nimmt die Sorption der Substanzen in einem 
wässrigen Medium an Membranbestandteile, Zelldebris und an die Gefäßwand der 
Versuchskolben zu. Somit ist nur eine reduzierte und nicht die nominale Konzentration in der 
wässrigen Phase vorhanden. Neun Substanzen wurden zur Quantifizierung der Sorption 
getestet, wobei für jeden Ansatz in einem 24,5-mL-Zentrifugenglas die Prüfsubstanz mit 1,3 
mL einer 0,75 • 105 Partikel/mL Zellsuspension (avitale Zellen und Zelldebris) und PPTS-
Medium versetzt wurde. Das Zentrifugenglas wurde mit einem Metallstopfen luftdicht 
verschlossen. Für jede Substanz wurden jeweils 4 Proben angesetzt. Zudem wurde darauf 
geachtet, dass kein Luftraum in den Gefäßen vorhanden war. Die Ansätze wurden für 24 h bei 
28°C zur Gleichgewichtseinstellung inkubiert. Zur Abtrennung der Partikel wurden die Proben 
in einer high-speed multifunction Zentrifuge mit 2500 rpm für 35 min zentrifugiert. 
Anschließend wurde der Überstand in ein 1,8-mL-HPLC-Vial überführt, wobei erneut kein 
Gasraum in dem Vial vorhanden sein durfte. Die Konzentrationsbestimmung in der wässrigen 
Phase erfolgte erneut durch HPLC-DAD-Messungen. Als stationäre Phase wurde eine 
reversed phase EC 250/4.6 Nucleosil 100-5 C18-Säule verwendet. Als mobile Phase diente je 
nach Prüfsubstanz eine Mischung mit einem bestimmten Verhältnis aus Methanol und Wasser, 
welche eine Flussrate von 1 mL/min besaß. Für jede Prüfsubstanz wurde eine Kalibriergerade 
aus mindestens sieben Kalibrierpunkten erstellt. Die Detektion erfolgte an der 
substanzspezifischen UV-Wellenlänge. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 2 in Kapitel 
5.3 aufgelistet. 
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4.2.5 Berechnungsmodelle zur Auswertung der experimentellen Daten 
 
4.2.5.1 Ermittlung der Wachstumshemmung  
 
Für die Bestimmung der effektiven Konzentration bei einer 50%igen Hemmung des 
Wachstums der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL wurden die Differenzen aus den 
Zellzahlen, Z, nach erfolgter Exposition und den Zellzahlen zu Beginn der Messung, t = 0 h, 
gebildet. Anschließend konnte die prozentuale Wachstumshemmung im Verhältnis zu den 






















H       (14) 
 
In dieser Gleichung 14 bezeichnet H die prozentuale Wachstumshemmung der jeweiligen 
Probe, zP ist die Zellzahldifferenz der Probe und zNK ist der Mittelwert der Zellzahldifferenzen 
der Negativ- und DMSO-Kontrollen. Der Quotient der Zellzahldifferenzen entspricht dem 
Quotienten der Geschwindigkeitskonstanten des Zellwachstums (≡ Wachstumsrate). Für das 
exponentielle Zellwachstum gilt die Kinetik 1. Ordnung. Dieses besagt, dass die 




=           (15) 
 
Nach Ableiten des Ausdruckes dz/dt nach der Zeit, ist die Zellzahl Zt das Produkt der Zellzahl 
zum Zeitpunkt 0h und dem Exponent der Geschwindigkeitskonstante und Δt. Für die 





lnln 0h−=          (16) 
 
4.2.5.2 Ermittlung der effektiven Konzentration EC50 
 
Für die Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve wurden die Substanzkonzentrationen 
gegen die ermittelten prozentualen Hemmungen in ein x-y-Diagramm dargestellt. Die x-Achse 
wurde dabei logarithmisch skaliert. Durch die Verwendung der vier-parametrischen-
Logistikkurve (18) der Software SigmaPlot® (Systat Software, Deutschland) erfolgte eine 
sigmoidale Regression der Datenpunkte und die Berechnung des EC50-Wertes.  
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+=        (17) 
 
In dieser Gleichung 17 wird die Wachstumshemmung, y in [%], aus den Konzentrationen, x in 
mM, den Extrema der Kurve, min und max, sowie aus dem Anstieg des linearen Bereichs der 
sigmoidalen Kurve, Hill Anstieg, berechnet. Für diese Berechnung wurden folgende 
Bedingungen festgelegt.  
 • max > min 
 • 90 % < max < 110 % 
 • −5 % < min < 5 % 
Die Konzentrationen x sind hierbei nicht die nominalen Konzentrationen, sondern sind die 
bioverfügbaren Konzentrationen, welche die gelösten Substanzkonzentrationen in der 
wässrigen Phase sind. Diese werden aus den nominalen Konzentrationen und den Fraktionen fs 
und fg berechnet (Glg. 13,24,25). 
 
4.2.6 Statistische Methoden  
 
Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mithilfe der Software SigmaPlot® (Systat 
Software, Deutschland), R V.2.8.0 (R Foundation for Statistical Computing, Österreich) und 
Microsoft Excel 2003 (Microsoft, Deutschland) durchgeführt.  
 

















Sd          (19) 
In diesen steht x für die einzelnen Messwerte, x für die entsprechenden Mittelwerte einer 
Messreihe und n gibt die Anzahl der Messpunkte wieder. 
Die Evaluierung der linearen Regressionen erfolgte mithilfe des Korrelationskoeffizienten, r2 
(Glg. 20), des Standardfehlers, root mean square errors rms (Glg. 21). Zudem wurde der 
leave-one-out-Kreuzvalidierungskoeffizient, predictive squared correlation coefficient 2cvq  
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(Glg. 22), der zugehörige Standardfehler der Kreuzvalidierung, rmscv, und der F-test Wert, Fi,n–






















2 1         (20) 






































cv 1        (22) 
In diesen Gleichungen 20-22 ist yi der experimentelle Werte, yiber der berechnete Wert, y0 der 
Mittelwert der y-Werte, n die Anzahl der Werte, yiber(n-k) der durch die leave-one-out-
Kreuzvalidierung vorhergesagten y-Wert und ym(n-k,i)) der Mittelwert der beobachteten Werte. 
 
In experimentellen Untersuchungen kann es vorkommen, dass einzelne Beobachtungen nicht 
dem Konzentrations-Wirkungs-Verlauf entsprechen. Diese Werte werden als Ausreißer und 
aus den Berechnungen oder Regressionen ausgeschlossen. Dieser Ausschluss ist damit 
begründet, dass Ausreißer die Regression oft deutlich negativ beeinflussen. Für die statistische 
Identifizierung von eventuell auftretenden Ausreißern wurden alle ermittelten Datenpunkte 
aller Konzentrations-Wirkungs-Kurven einer Prüfsubstanz in einer sigmoidalen 
Regressionskurve zusammengefasst. Über die Schätzmethode der Minimierung der 
Abweichungsquadrate (SigmaPlot®, Systat Software, Deutschland) können Ausreißer 
identifiziert werden, da sie sehr große Residuenwerte verursachen (die Berechnungen wurde 
durch SigmaPlot® (Systat Software, Deutschland) automatisch vorgenommen). In den 
Untersuchungen dieser Arbeit ergab sich, dass Datenpunkte, die einen Residuenwert ≥ 13 
besaßen, oft weit entfernt von den anderen Datenpunkten und deren Verlauf lagen. Dieser 
Wert wurde für die Identifizierung der Ausreißer verwendet.  
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5 Ergebnisse & Diskussion 
 
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse dieser Arbeit vorgestellt und diskutiert. Die 
Schwerpunkte bilden die Interpretation der Toxizitätsbefunde aus Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen, die Einteilung in Reaktionsmechanismen und die Identifizierung 
toxizitätsrelevanter Strukturen zur Erstellung von Vorhersagemodellen. Des Weiteren werden 
die Reaktionsmechanismen der verschiedenen reaktiven Substanzklassen in der 
Toxizitätsbestimmung binärer Stoffgemische überprüft.  
 
5.1 Lösungsmitteleinfluss  
 
Für die Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen wurden die Stammlösungen 
sowie die Verdünnungsreihen der Substanzen mit einem log Kow > 1 in DMSO angesetzt. Um 
einen Einfluss des Lösungsmittels auf das Ciliaten-Wachstum auszuschließen, wurden zwei 
Arten von Negativkontrollen mitgeführt. Diese unterschieden sich durch den Zusatz des 
Lösungsmittels DMSO. Die Lösungsmittelkonzentration in den Kontrollen betrug maximal 
1% (v/v). Dies entspricht der maximalen Konzentration, die in den Ansätzen verwendet wurde.  
      
Abbildung 4: Gegenüberstellung der Negativkontrollen, NK, und der 
Lösungsmittelnegativkontrolle, NK-DMSO, nach den verschiedenen 
Expositionszeiten des Wachstumshemmtestes mit den Ciliaten Tetrahymena 
pyriformis. Die Balken repräsentieren die Mittelwerte der gemessenen Zellzahlen, 
welche aus 75 unabhängigen Versuchen berechnet wurden 
 
In der Abbildung 4 sind die Mittelwerte der Zellzahlen der jeweiligen Negativkontrollen mit 
den zugehörigen Standardabweichungen und nach den jeweiligen Expositionszeiten von 24 h, 
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48 h und 72 h dargestellt. Für die statistische Bewertung der verschiedenen Kontrollen 
innerhalb einer Expositionszeit bezüglich eines gleichen Mittelwertes wurde der t-Test 
(SigmaPlot®, Systat Software, Deutschland) gewählt. Aus dem Vergleich der Zellzahlen nach 
entsprechender Expositionszeit kann der Schluss gezogen werden, dass die DMSO-
Negativkontrollen keinen signifikanten Unterschied zu den Negativkontrollen ohne 
Lösungsmittel aufweisen. Es zeigt sich, dass die eingesetzte DMSO-Konzentration zum Lösen 
der zu untersuchenden Substanzen keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum der 
Einzeller hat.  
 
Um sicherzustellen, dass durch die Verwendung von DMSO keine Mischungseffekte auftreten 
– beispielsweise additive Effekte für narkotisch wirkende Substanzen – wurden Substanzen, 
die sich gut in Wasser lösen, einmal mit und einmal ohne DMSO-Zusatz untersucht. Die 
Untersuchung ergab, dass keine Mischungseffekte für die eingesetzte DMSO-Konzentration 
zu beobachten waren.  
 
5.2 Zellwachstum von Tetrahymena pyriformis GL 
 
Für die Ermittlung der effektiven Substratkonzentration zur 50%igen Hemmung des 
Zellwachstums war es wichtig, die Versuchsbedingungen so zu wählen, dass folgende 
Kriterien über die Expositionsdauer erfüllt wurden:  
 • eine optimale Dichtheit der Kolben für die Gewährleistung konstanter 
Konzentrationen, 
 • die Aufrechterhaltung der Zellatmung und somit eine optimale 
Sauerstoffkonzentration über die gesamte Expositionsdauer im Gasraum im geschlossenen 
System und 
 • die Aufrechterhaltung der nötigen Substrate im Nährmedium. 
 
Zur Überprüfung dieser Kriterien wurden neben analytischen Messungen Wachstumskurven 
aufgenommen. Für die Erfassung der Wachstumskurven und der Wachstumsphasen von 
Tetrahymena pyriformis GL wurden die in Kapitel 4.2.1.1 aufgeführten Versuchsbedingungen 
der PPYG-Kultivierung angewandt. Die Startzellzahl betrug 0,2 • 105 Zellen/mL.  
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Abbildung 5: Wachstumskurve der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL, welche sich aus der  
Zelldichte, ln (Zt/Z0), die aus den gemessenen Zellzahlen, Zt und Z0, berechnet 
wurde und der Zeit, t, ergibt. Die Zellkultur wurde im PPYG-Medium gehalten. 
 
Die gemessenen Zellzahlen lassen sich in die Zelldichte nach der jeweiligen Expositionszeit 
konvertieren. Aus der Zelldichte lassen sich charakteristische Wachstumsphasen ermitteln und 
graphisch darstellen. Wie in Abbildung 5 zu sehen ist, folgt nach einer anfänglichen 
Adaptationsphase (lag-phase) von circa 3 h das exponentielle Wachstum (log-Phase). In dieser 
Phase liegen die Messdaten der Zelldichte-Zeit-Funktion auf einer Geraden. Unter den 
beschriebenen Versuchbedingungen dauert diese Phase des linearen Wachstums 23 h und geht 
somit von der dritten bis zur 26. Stunde. Aus dem Anstieg der linearen Funktion lassen sich 
die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit, k (Glg. 16), und die Verdopplungszeit, td (Glg. 
23), berechnen.  
  
k
t 2lnd =           (23) 
 
Nach einer Zeit von beispielweise 24 h ergibt im Falle des exponentiellen Wachstums eine 
Wachstumsgeschwindigkeit von k = 0,108 h−1. Ein Zellzyklus dauert unter den angegeben 
Kultivierungsbedingungen somit 6,39 h.  
Durch die ansteigende Biomasse und der damit folgenden abnehmenden Substratkonzentration 
sowie der zunehmenden Akkumulation inhibitorischer Produkte beginnt nach 26 h eine 
Übergangsphase, die für 24 h anhält (tgesamt = 50 h). Anschließend beginnt nach dem Erreichen 
einer maximalen Zelldichte von etwa 5 • 105 Zellen/ml die stationäre Phase (tgesamt = 74 h). In 
dieser herrscht für die hohe Anzahl an Zellen ein zu geringes Nahrungs- und 
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Sauerstoffangebot, so dass sich die Absterbephase anschließt, in der die Zelldichte wieder 
abnimmt.  
Die exponentielle Wachstumsphase ist sehr sensitiv und erweist sich als ein geeigneter 
Messparameter für die Toxizitätsbestimmung, da hier eine gleichmäßige Zunahme der Zellzahl 
stattfindet. Aus labortechnischen Gründen wurde als repräsentative Expositionszeit 24 h 
gewählt.  
 
Für eine sehr große Anzahl verschiedener Chemikalien wurden bisher Toxizitätswerte nach 
einer Expositionsdauer von 40 h bzw. 48 h ermittelt (Schultz, 1997a; Larsen, 1997). Um die in 
dieser Arbeit die untersuchten Substanzen und die dazu gehörigen EC50-Werte mit den 
veröffentlichten Daten vergleichen zu können, wurde zusätzlich die Expositionsdauer von 48 h 
gewählt, welche die Übergangsphase von der log-Phase in die stationäre Phase repräsentiert.  
Für die Untersuchung der Änderung des Substrateffektes mit steigender Expositionszeit wurde 
für einige Substanzen der EC50 zusätzlich nach 72 h ermittelt.  
 
5.3 Bestimmung der freien Konzentration 
 
Um die genaue Substanzkonzentration zu bestimmen, die für die Wachstumshemmung nach 
der jeweiligen Expositionszeit verantwortlich ist, wurde die gelöste Konzentration in der 
wässrigen Phase (≡ bioverfügbare Konzentration) ermittelt. Die Ergebnisse hierzu wurden 
bereits veröffentlicht (Schramm, 2011) und sind im Folgenden beschrieben. 
 
Um den Konzentrationsverlust, bedingt durch die Flüchtigkeit, quantitativ zu ermitteln, wurde 
die Fraktion in der Gasphase, fg, bestimmt. Hierzu wurden analytische HPLC-DAD-
Messungen in Erlenmeyerkolben durchgeführt, die auch im Biotest verwendet wurden. 
Folgende drei Substanzen wurden nach Expositionszeit von 24 h untersucht: 
Glycidylmethacrylat, Isobutylacrylat und Toluol.  
Für die theoretische Bestimmung der Konzentration in der wässrigen Phase wurde das 













=          (13) 
Der Vergleich der erhaltenen Ergebnisse aus der experimentellen Untersuchung und den 
berechneten Werten (Tab.1) zeigt, dass sich diese um maximal 4% unterscheiden, wobei die 
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Fraktion fg bis zu 85% groß sein kann. Dieser Befund zeigt, dass die Versuchskolben durch die 
Glasstopfen luftdicht verschlossen sind und dass Gleichung 13 zur Bestimmung des 
Flüchtigkeitsverlustes fg genutzt werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde diese 
Gleichung 13 verwendet, um die nominalen Konzentrationen zu korrigieren.  
 
 
Tabelle 1: Übersicht über die experimentell ermittelten und berechneten 
Substanzkonzentrationen zur Bestimmung der Fraktion fg in den verwendeten 

















(2,3-Epoxypropyl)methacrylat 106-91-2 1,5  10–5 4,4 110 112,6 ± 2,8 –2,41 0,03 
Isobutylacrylat 106-63-8 3,7  10–2 11,5 150 91,5 ± 7,9 39,02 43,60 
Toluol 108-88-3 3,1  10–1 14,5 150 23,5 ± 3,5 84,34 86,53 
aDie analytische Konzentrationsmessung wurde mit Hilfe der HPLC-DAD (Merck Hitachi high-performance 
liquid chromatography, Diode array Detektor L-4500) vorgenommen, wobei für die UV-Detektion ein Bereich 
von 190 – 300 nm gewählt wurde. Als stationäre Phase diente eine reversed phase EC 250/4.6 Nucleosil 100-5 
C18 Säule (Macherey-Nagel, Deutschland). Die Zeit tR gibt die Retentionszeit an. Für die Berechnung von fg 
wurde das Massebilanz-Modell (Glg.13) verwendet. Der Luft/Wasser-Verteilungskoeffizient, Kaw, bei einer 
Temperatur von 28 °C wurde mit Hilfe eines Modells der ChemProp Software (ChemProp, 1997) berechnet (Glg. 
12).  cw(nom) bezeichnet die nominale Konzentration; cw(24 h) ist die gemessene Substanzkonzentration nach 24 
h Exposition; fg ist die Fraktion in der Gasphase nach erfolgter Exposition und repräsentiert die Differenz 
zwischen cw(24 h) und cw(nom)  
 
 
Für die Ermittlung des Konzentrationsverlustes durch Sorptionsprozesse an Zelldebris, 
Membranbestandteile oder an die Gefäßwand wurde die Fraktion des sorbierten Anteils, fs, 
bestimmt. Hierzu wurden HPLC-DAD-Messungen zur Bestimmung der freien 
Substanzkonzentration in der wässrigen Phase durchgeführt. In Tabelle 2 sind die 
ausgewählten Verbindungen und deren Konzentration nach einer Exposition von 24 h 
aufgelistet. Im Versuch bestand die wässrige Phase aus Zelldebris, Medium und 
Substanzprobe. Um eine Konzentrationsminderung durch Verflüchtigung der Substanzen in 
die Gasphase auszuschließen, wurde darauf geachtet, dass die Versuchsgefäße randvoll gefüllt 
wurden und somit keine Gasphase vorhanden war.  
Durch einen Vergleich der experimentell bestimmten Konzentrationen mit den nominalen 
Konzentrationen wurde die sorbierte Fraktion, fs, ermittelt. Der log Kow-Bereich der 
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untersuchten Substanzen reicht von 0,29 bis 5,17. Eine Verringerung der nominalen 
Konzentration, fs, wurde von 0% bis 38% detektiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 
zusammengefasst.  
Durch eine lineare Regression der ermittelten Fraktionen fs gegen die Hydrophobie der 
Substanzen, ausgedrückt als log Kow, konnte folgende Gleichung 24 abgeleitet werden:  
 
  fs  =  0,078 (± 0,013)  •  log Kow – 0,066 (± 0,047)    (24) 
  n = 9, r² = 0,84, = 0,80, rms = 0,056, rmscv = 0,076, F1,7 = 37,9 2cvq
 
Für die Analyse war es wichtig sicherzustellen, dass allein Sorptionsprozesse in diesen 
Experimenten für die Konzentrationserniedrigung verantwortlich sind und keine 
Hydrolysereaktionen. Die Hydrolyse-Halbwertszeiten wurden mithilfe der Software EpiSuite 
v3.20  v3.20 und ChemProp berechnet (EPA, 2009; ChemProp, 1997) (siehe in den jeweiligen 
Tabellen der Toxizitätsermittlung). Von den untersuchten Substanzen besitzen nur 
Epoxystyrol (t1/2 = 29,65 h) und Methylbromacetat (t1/2 = 23,99 h) Halbwertszeiten unterhalb 
bzw. im Zeitfenster der Expositionsdauer von 24 h. Alle anderen hydrolysieren langsamer oder 
gar nicht im wässrigen Medium. Somit ist für diese Verbindungen die 
Konzentrationserniedrigung den Sorptionseffekten zu zuschreiben. 
 
Für die Korrektur der nominalen Konzentration einer Substanz und zur Berechnung der freien 
Substanzkonzentration in der wässrigen Phase, cw(frei), wurde folgende Gleichung 25 
verwendet, wobei die aus Gleichung 13 und 24 ermittelten Fraktionen genutzt wurden: 
  cw(frei)   = cnom   •   (1−fg)   •   (1−fs)       (25) 
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Tabelle 2: Übersicht über die experimentell bestimmten Konzentrationen nach einer 
Exposition von 24 h, cw(24 h), welche mit Hilfe von HPLC-DAD-Messungen bestimmt 
wurden, über die ermittelten Fraktionen fs (Glg. 24), welche aus der Konzentrationsminderung 


















2-Butanon 78-93-3 0,29 235 3,6 44,00 44,80 –1,90 
2-Pentanon 107-87-9 0,91 235 3,7 25,00 26,04 –5,66 
Benzol 71-43-2 2,13 254 4,7 1,38 1,19 13,23 
p-Xylol 106-42-3 3,12 254 7,5 0,29 0,24 16,84 
1,2,4-Trichlorbenzol 120-82-1 4,02 215 10,0 0,10 0,06 35,96 
Diphenylether 101-84-8 4,21 220 7,9 0,12 0,09 26,65 
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 634-66-2 4,60 215 14,5 0,03 0,02 21,88 
4-Bromdiphenylether 101-55-3 4,94 215 11,7 0,03 0,02 26,03 
Pentachlorbenzol 608-93-5 5,17 220 25,5 0,03 0,02 38,00 
aDie analytische Konzentrationsmessung wurde mit Hilfe der HPLC-DAD (Merck Hitachi high-performance 
liquid chromatography, Diode array Detektor L-4500) vorgenommen, wobei für die UV-Detektion ein Bereich 
von 190 – 300 nm gewählt wurde. Als stationäre Phase diente eine reversed phase EC 250/4.6 Nucleosil 100-5 
C18 Säule (Macherey-Nagel, Deutschland). Als mobile Phase diente eine substanzspezifische Mischung aus 
Methanol und Wasser mit einer Flussrate von 1 mL/min. Der logarithmierte Oktanol/Wasser-
Verteilungskoeffizient, Kow, wurde mit Hilfe von EpiSuite v3.20  v3.20 (EPA, 2009) ermittelt, wobei bevorzugt 
experimentell bestimmte vor berechneten Werten verwendet wurden. cw(nom) bezeichnet die nominale 
Konzentration; cw(24 h) ist die gemessene Substanzkonzentration nach 24 h Exposition; fs ist die Fraktion in der 
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5.4 Ermittlung der biotestspezifischen Narkose-Geraden  
 
5.4.1 Narkose-Gerade für die Expositionszeit von 48 h 
 
Die narkotische Wirkung ist als reversible Störung der Membranfunktionen definiert, wobei 
narkotische Verbindungen mit membranständigen Proteinen oder Membrankomponenten 
interagieren. Zur Bewertung und Einteilung reaktiver Substanzen ist die Erstellung der 
biotestspezifischen Narkose-Basisgeraden sehr wichtig. Die Ergebnisse hierzu wurden bereits 
veröffentlicht (Schramm, 2011).  
 
Die erwarteten logarithmierten Toxizitäten, log EC50, korrelieren mit der Hydrophobie, welche 
durch den log Kow beschrieben wird. Als Substanzen wurden solche ausgewählt bei denen 
aufgrund ihrer chemischen Struktur bekannt ist, dass sie narkotisch wirken (von der Ohe, 
2005; Könemann, 1981; Lipnick, 1985). In der Tabelle 3 sind diese und die zugehörigen CS-
Nummern, die log Kow-Werte, die Hydrolysehalbwertszeiten, t1/2 sowie die Luft/Wasser-
Verteilungskoeffizienten bei 28°C, Kaw28°C, angegeben. Die Toxizitäten, log EC50, des 
Wachstumshemmtests mit Tetrahymena pyriformis GL nach einer Expositionszeit von 48 h 
sowie die Fraktionen in der Gasphase, fg, die sorbierte Fraktion, fs, und die frei lösliche 
Fraktion in der wässrigen Lösung, fw, (Glg. 13,24,25) sind in dieser Tabelle 3 angegeben. Die 
Anstiege der linearen Bereiche der sigmoidalen Konzentrations-Wirkungs-Kurve, Hill Anstieg, 
(Glg. 17) sind ebenfalls aufgelistet.  
 
Wie zuvor schon beschrieben wurde, kann der log Kow als Parameter für die Hydrophobie 
einer Substanz angesehen werden. Der log Kow-Bereich der untersuchten Substanzen 
überspannt sechs Zehnerpotenzen und reicht von −1,20 (Ethylenglykol) bis 5,17 
(Pentachlorbenzol). Die ermittelten log EC50-Werte erstrecken sich dagegen nur über 4,5 
Zehnerpotenzen von –0,90 ± 0,03 (Ethylenglykol) bis –5,35 ± 0,05 (1,2,3,4-Tetrachlorbenzol). 
Für die Erstellung der Narkose-Basisgeraden wurden die log EC50-Werte gegen die 
zugehörigen log Kow-Werte aufgetragen und eine lineare Regression der Datenpunkte 
durchgeführt. Dabei wurde ersichtlich, dass Ethylenglykol und Dichlormethan toxischer als 
die anderen Substanzen sind. Deren log EC50-Werte liegen unterhalb der erstellten linearen 
Regression der unpolaren Narkose-Datenpunkte (Abb. 6).  
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Dieser Befund kann damit erklärt werden, dass beide Substanzen wahrscheinlich durch 
enzymatische Prozesse in den Biotransformationen zu elektrophilen Metaboliten umgesetzt 
werden bzw. direkt an endogene Nukleophile alkylieren können (Schema 6,7). Sie sind somit 
als proelektrophil einzustufen.  
 






















Schema 6: Mögliche Reaktionswege des Dichlormethans, welches zum einen direkt als 
Alkylierungsagens mit nukleophilen Biomolekülen interagieren kann (links) oder 
über eine metabolische Oxidation, katalysiert durch das Phase-I-Enzym 
Monooxygenase Cytochrom P450, in elektrophile reaktive Metabolite überführt 
wird und anschließend nukleophile Biomoleküle acyliert (rechts). In Tetrahymena 
pyriformis wurden Cytochromenzyme gefunden, jedoch ist deren Rolle bisher 
unklar (Perlish, 2011). Die Oxidation kann jedoch auch durch ein anderes 
oxidierendes Enzym übernommen werden 
 
 























Schema 7: Metabolische Aktivierung des Ethylenglykols (modifiziert nach Clay, 1977), 
katalysiert durch die Enzyme Alkoholdehydrogenase (ADH) und 
Aldehyddehydrogenase (ALDH), zu den elektrophilen Metaboliten 
Glycolaldehyd, Glycolsäure, Glyoxal, Glyoxalsäure, Ameisensäure und Oxalsäure 
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Die lineare Regression der übrigen 16 Narkotika ergibt die folgende Gleichung: 
  log EC50 [M]   =   –0,87 (± 0,02)  •  log Kow – 0,99 (± 0,08)   (26) 
  n = 16, r² = 0,99, rms = 0,19, = 0,99, rmscv = 0,23, F1,15 = 1213 2cvq
 
Die verbleibenden Substanzen reichen von –0,77 (Methanol) bis 5,17 (Pentachlorbenzol), was   
einen Hydrophobiebereich von sechs Zehnerpotenzen ergibt. Der Toxizitätsbereich reicht von 
log EC50 –0,32 ± 0,01 (Methanol) bis –5,35 ± 0,05 (1,2,3,4-Tetrachlorbenzol).   
Der Anstieg dieser Geraden (Glg. 26) von –0,87 ist nahe minus eins und zeigt, dass die 
Parameter log EC50 und log Kow sehr gut miteinander korrelieren. Zudem beträgt der r²-Wert 
der Regressionsgleichung 0,99, was bedeutet dass die Varianz des log EC50 zu 99% mit Hilfe 
des stoffspezifischen Parameter log Kow erklärt werden kann. Diese Gleichung 26 wurde in 
dieser Arbeit als Narkose-Basisgerade nach einer Expositionszeit von 48 h verwendet.  
     
Abbildung 6: Die Toxizität der Narkotika, repräsentiert durch den log EC50 (mol/L), als 
Funktion der Hydrophobie, log Kow, von 16 Narkotika (schwarze Kreise) wurden 
für die Erstellung der Narkose-Basislinie (durchgezogene Linie) verwendet. 
Ethylenglykol und Dichlormethan (weiße Kreise) wurden in der Regression nicht 
einbezogen, da sie reaktiver sind als die Narkotika. Die gestrichelte Gerade zeigt 
die in der Literatur publizierte Narkose-Gerade für 48 h, die auf nominalen 
Konzentrationswerten basiert (Schultz, 1990) 
 
Ein Vergleich dieser Narkose-Geraden (durchgezogene Linie) mit einer zuvor veröffentlichten 
Narkose-Basisgeraden (Schultz, 1990) (gestrichelte Linie), bei der die Toxizitätswerte mit 
Hilfe einer anderen Methodik ermittelt wurden, ist in Abbildung 6 graphisch dargestellt. Bei 
dieser wurden die nominalen Konzentrationen verwendet. Der Anstieg der Geraden beträgt –
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0,80 und der Schnittpunkt mit y-Achse ist –0,83. Ein Vergleich dieser Parameter mit den 
Parametern einer Geradengleichung (–0,80; –0,92), welche auf den Toxizitätswerten 
nominaler Konzentrationswerte dieser Arbeit basieren, zeigt ähnliche Ergebnisse. Dies 
bedeutet, dass die zwei verschiedenen Methoden vergleichbare Ergebnisse für nominale 
Konzentrationswerte liefern. Der Verlauf der Narkose-Geraden (Glg. 26) und der Vergleich 
der Narkose-Gerade mit nominalen Konzentrationswerten verdeutlicht die zunehmende 
Unterschätzung der Toxizitäten mit ansteigender Hydrophobie, wenn keine Korrektur der 
Konzentrationen vorgenommen wird. Ab einem log Kow > 2 sind die Unterschiede deutlich zu 
sehen. Physikochemische Eigenschaften wie Flüchtigkeit und Sorptionsfähigkeit haben einen 
großen Einfluss auf die Testsysteme, welche für die Toxizitätsermittlung und für die 
Bestimmung der Effekte chemischer Verbindungen verwendet werden. Um die wahren 
Toxizitätswerte der Xenobiotika zu erhalten, sollten diese Parameter gerade für semi-
hydrophobe und hydrophobe Substanzen in der Versuchsdurchführung und der Auswertung 
der Ergebnisse beachtet werden. 
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Tabelle 3: Übersicht über die untersuchten Narkotika, die zur Erstellung der Narkose-Basisgeraden verwendet wurden. Zudem sind die 
substanzspezifischen Parameter, wie log Kow, Hydrolysehalbwertszeit t1/2, die Fraktionen in den einzelnen Phasen fg, fs und fw, sowie die 
























Ethylenglykol 1A 107-21-1 –1,20 n.b. 0,01 0,00 99,99 –0,90 ± 0,03 2,5 ± 0,4 0,69 ± 0,03 2,2 ± 0,4 
Methanol 2A 67-56-1 –0,77 n.b. 0,47 0,00 99,53 –0,32 ± 0,01 b 5,9 ± 7,8b –0,25 ± 0,02 5,4 ± 1,4 
Ethanol 3A 64-17-5 –0,31 n.b. 0,52 0,00 99,48 –0,55 ± 0,01 7,4 ± 1,8 –0,55 ± 0,02 5,5 ± 1,5 
Aceton 4A 67-64-1 –0,24 n.b. 3,84 0,00 96,16 –0,86 ± 0,02 4,1 ± 0,8 –0,86 ± 0,02 4,4 ± 0,8 
2-Butanon 1B 78-93-3 0,29 n.b. 3,48 0,00 96,52 –1,21 ± 0,02 3,6 ± 0,4 –1,21 ± 0,04 2,6 ± 0,4 
Butanol 2B 71-36-3 0,88 n.b. 0,93 0,49 98,58 –1,62 ± 0,06 2,9 ± 0,8 –1,72 ± 0,02 2,8 ± 0,4 
2-Pentanon 3B 107-87-9 0,91 n.b. 5,09 0,72 94,23 –– –– –1,79 ± 0,06 1,8 ± 0,7 
Methyl-tert-butylether 4B 1634-04-4 0,94 n.b. 58,58 0,95 41,03 –1,88 ± 0,04 2,0 ± 0,3 –2,01 ± 0,05 2,3 ± 0,5 
Dichlormethan 1C 75-09-2 1,25 2,54 ·105 70,61 3,37 28,4 –2,66 ± 0,04 7,5 ± 5,5 –2,7 ± 0,06 1,8 ± 0,7 
Trichlormethan 2C 67-66-3 1,97 1,12 ·106 77,53 8,98 20,45 –2,84 ± 0,05 b 2,5 ± 0,5b –2,93 ± 0,05 2,4 ± 0,5 
Hexanol 3C 111-27-3 2,03 n.b. 1,82 9,44 88,91 –2,59 ± 0,03 3,6 ± 0,7 –2,57 ± 0,03 2,2 ± 0,3 
Benzol 4C 71-43-2 2,13 n.b. 76,81 10,22 20,82 –– –– –2,82 ± 0,08 1,8 ± 0,5 
Heptanol 1D 111-70-6 2,31 n.b. 2,02 11,62 86,59 –3,14 ± 0,04 2,8 ± 0,6 –3,07 ± 0,08 1,9 ± 0,6 
Oktanol 2D 111-87-5 3,00 n.b. 2,65 17 80,80 –3,73 ± 0,02 4,6 ± 0,8 –3,86 ± 0,02 3,5 ± 0,5 
p-Xylol 3D 106-42-3 3,15 n.b. 80,81 18,17 15,17 –– –– –3,99 ± 0,11 1,3 ± 0,4 
1,2,4-Trichlorbenzol 4D 120-82-1 4,02 n.b. 46,3 24,95 40,3 –4,68 ± 0,05 3,7 ± 1,1 –4,47 ± 0,02 6,0 ± 1,7 
Diphenylether 1E 101-84-8 4,21 n.b. 14,48 26,43 62,92 –4,91 ± 0,03 2,6 ± 0,6 –4,89 ± 0,03 1,4 ± 0,2 
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Name  CAS log Kow t1/2 fg fs fw log EC5048 h Hill Anstieg log EC5024 h Hill Anstieg 
    [d] [% ] [% ] [%] [M]  [M]  
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 2E 634-66-2 4,60 n.b. 32,09 29,46 47,9 –5,35 ± 0,05 1,4 ± 0,2 –5,22 ± 0,05 2,1 ± 0,4 
4-Bromdiphenylether 3E 101-55-3 4,94 n.b. 2,84 32,11 65,96 –5,24 ± 0,04 b 2,8 ± 0,8b –5,25 ± 0,17 1,1 ± 0,4 
Dodekanol 4E 112-53-8 5,13 n.b. 7,12 33,59 61,68 –5,16 ± 0,01 17,7 ± 1,9 –5,13 ± 0,00 11,2 ± 1,1 
Pentachlorbenzol 1F 608-93-5 5,17 n.b. 30,69 33,9 45,81 –5,14 ± 0,11 0,9 ± 0,1 –5,47 ± 0,14 1,0 ± 0,4 
Toluol 2F           
Naphthalinc 3F 91-20-3 3,36 n.b. –– –– –– –– –– –3,96 ± 0,02 3,0 ± 0,4 
Acenaphthenc 4F 83-32-9 4,15 n.b. –– –– –– –– –– –4,68 ± 0,02 3,5 ± 0,3 
Phenanthrenc 1G 85-01-8 4,57 n.b. –– –– –– –– –– –5,30 ± 0,01 3,6 ± 0,2 
aLogarithmierte Oktanol/Wasser Verteilungskoeffizienten, log Kow, wurden mithilfe der EpiSuite v3.20  v3.20 (EPA, 2009) Datenbank ermittelt. Die 
Hydrolyse-Halbwertszeiten bei einem pH von 7 wurden ebenfalls mit einem Chemprop Software Model bestimmt (ChemProp, 1997); n.b. bedeutet, 
dass keine Werte bestimmt werden konnten. Die Fraktionen in der Gasphase, fg, der sorbierte Anteil, fs, und in der Wasserphase, fw, wurden mit Hilfe 
der Gleichungen 13, 24 und 25 bestimmt. EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der Verbindung, bei der eine 50%ige Wachstumshemmung 
von Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurde. Die Konzentrationen wurden mit Hilfe der Gleichung 25 korrigiert. Hill Anstieg ist der Anstieg 
der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Glg. 17). b Diese Werte sind publiziert (Böhme, 2010b). c Substanzen wurden mit Hilfe der Methode der 
passiven Dosierung untersucht, weshalb es keine Konzentrationsminderung durch Flüchtigkeit oder Sorption gibt. 
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Schema 8: Strukturen der Narkotika (Tab. 3) 1A) Ethylenglykol, 2A) Methanol, 3A) Ethanol, 
4A) Aceton, 1B) 2-Butanon, 2B) Butanol, 3B) 2-Pentanon, 4B) Methyl-tert-
butylether, 1C) Dichlormethan, 2C) Trichlormethan, 3C) Hexanol, 4C) Benzol, 
1D) Heptanol, 2D) Oktanol, 3D) p-Xylol, 4D) 1,2,4-Trichlorbenzol, 1E) 
Diphenylether, 2E) 1,2,3,4-Tetrachlorbenzol, 3E) 4-Bromdiphenylether, 4E) 
Dodekanol, 1F) Pentachlorbenzol, 2F) Toluol, 3F) Naphthalin, 4F) Acenaphthen 
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5.4.2 Narkose-Gerade für die Expositionszeit von 24 h 
 
Einige Abschnitte dieses Kapitels sind in zwei Publikationen enthalten, die demnächst 
veröffentlicht werden (Schramm, 2013 a,b). 
Unter den zuvor beschriebenen Kultivierungs- und Testbedingungen liegt eine exponentielle 
Wachstumsphase des Einzellers Tetrahymena pyriformis zwischen 3 h und 26 h vor. Da sich 
die Zellen in dieser Phase kontinuierlich verdoppeln, ist diese Expositionszeit sehr sensitiv und 
sehr gut geeignet, um die Toxizität der Substanzen zu ermitteln. Nach 48 h ist die 
exponentielle Wachstumsphase bereits beendet. Die vorliegende Zelldichte ist bereits sehr 
hoch. Diese chronische Expositionszeit ist somit vermutlich nicht mehr so sensitiv wie 24 h 
Exposition. Zudem ist die Verringerung der Testzeit ein wichtiger Optimierungsschritt für die 
Anwendung dieses Testsystems als Toxizitäts-Screening-Methode.  
In der Tabelle 3 sind die getesteten Narkotika, deren physikochemische Parameter, die 
Fraktionen in den jeweiligen Phasen, fg und fs, und die erhaltenen EC50-Werte dargestellt. 
Neben den Substanzen die nach einer Expositionszeit von 48 h gemessen wurden, wurden 
zusätzlich 2-Pentanon, p-Xylol und Benzol untersucht. Die lineare Regression der 
experimentell bestimmten Toxizitäten gegen die substanzspezifischen log Kow-Werte ergibt: 
  log EC50   =   −0,88 (±0,02)  •  log Kow   −1,01 (± 0,06)    (27) 
  n = 19, r² = 0,99; rms = 0,16; = 0,99; rmscv = 0,18; F1,18 = 1817,3   2cvq
 
Der log Kow-Bereich erstreckt sich auch für 24 h Exposition von –0,77 bis 5,17. Da 
hydrophobe Substanzen kaum wasserlöslich sind, stark an Partikel sorbieren und meist auch 
eine hohe Flüchtigkeit aufweisen, ist die Aufrechterhaltung einer konstanten Konzentration 
über die Expositionszeit, die Durchführung der Versuche und die Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse erschwert. Wie zuvor beschrieben, werden die nominalen Konzentrationen mit 
Hilfe der Gleichungen 13, 24 und25 korrigiert. Die sorbierte Fraktion fs wird dabei mit Hilfe 
des log Kow berechnet (Glg. 24). Ab einem log Kow ≥ 3 weisen die Ergebnisse der 
herkömmlichen Methode größer werdende Schwankungen auf (Abb. 7). Der Fehler in der 
Berechnung der Fraktion nimmt mit steigendem log Kow zu.  
Mithilfe einer anderen Methode zur Bestimmung der Toxizität, kann dies jedoch umgangen 
werden. Diese Methode ist die passive Dosierung (Meyer, 1999; Smith, 2010). Sie basiert auf 
der konstanten und kontinuierlichen Probenzufuhr zum Testsystem. Durch das entstehende 
Konzentrationsgleichgewicht zwischen gesättigtem System und Versuchsmedium, erhält man 
eine konstante und definierte Konzentration, die keine weitere Berechnung oder Korrektur 
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nötig macht (Mayer, 1999; Smith, 2010). Da diese Methode jedoch nur für hydrophobe 
Subtanzen angewendet werden kann, ergänzen sich die Methode der passiven Dosierung und 
der konventionelle Wachstumshemmtest hervorragend (Schramm, 2013b). Zur Optimierung 
des hydrophoben Bereichs der Narkose-Basisgeraden wurden die drei polyaromatischen 
Kohlenwasserstoffe, PAK, Naphthalin, Acenaphthen und Phenanthren untersucht. Da die 
PAKs keine zusätzliche reaktive funktionelle Gruppe besitzen und hauptsächlich mit der 
Zellmembran interagieren, wurden sie als narkotisch eingestuft. Die erhaltenen Ergebnisse zur 
Wachstumshemmung nach einer Expositionszeit von 24 h für Naphthalin, Acenaphthen und 
Phenanthren sind ebenfalls in Tabelle 3 zu finden und in Abbildung 7 als weiße Kreise 
graphisch dargestellt. 
      
Abbildung 7: Toxizität der narkotischen Substanzen nach einer Expositionszeit von 24 h, 
log EC50 (mol/L), als Funktion des log Kow. Die schwarzen Kreise repräsentieren 
die 19 Narkotika, die mit der konventionellen Methode getestet wurden und die 
weißen Kreise stellen die drei PAK dar, die mit Hilfe der Methode der passiven 
Dosierung untersucht wurden. Die Narkose-Basislinie wurde aus allen 22 
Substanzen abgeleitet (durchgezogene Linie). 
 
Aus Abbildung 7 kann entnommen werden, dass ein ähnlicher Verlauf der PAK-Toxizitäten 
mit steigender Hydrophobie beobachtet werden kann, wie er schon mit der konventionellen 
Methode detektiert wurde. Somit werden ähnliche Ergebnisse mit beiden Methoden erhalten. 
Die lineare Regression der 22 Narkotika (19 Substanzen wie für Gleichung 27 und drei PAK) 
liefert folgende Narkose-Basisgerade für eine Expositionszeit nach 24 h, die in dieser Arbeit 
als Grundlage für die Berechnung der Toxizitätserhöhungen, Te, genutzt wurde: 
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  log EC50   =   −0,89 (±0,02)  •  log Kow   −1,00 (± 0,06)    (28) 
  n=22, r² =0,98; rms = 0,20; = 0,98; rmscv = 0,23; F= 2130,17    2cvq
 
5.5 Toxizitäten verschiedener reaktiver Einzelsubstanzen 
 
In dieser Arbeit wurden verschiedene reaktive Stoffklassen auf ihre Wirkung im 
Wachstumshemmtest mit Tetrahymena pyriformis GL untersucht. Neben der Ermittlung der 
Toxizität, log EC50, und der damit verbundenen Toxizitätserhöhung, log Te, für jede einzelne 
Substanz, war die Aufstellung von Strukturalarmen zu jeder Stoffklasse eine Zielstellung. 
 
5.5.1 α,β–ungesättigte Carbonyl– und Carboxylverbindungen  
 
α,β–ungesättigte Carbonyl– und Carboxylverbindungen spielen in der Organischen Chemie 
und Biochemie eine wichtige Rolle. Sie kommen in der Umwelt verbreitet vor. In den letzten 
Jahren wurden sie hinsichtlich ihrer reaktiven Toxizität vermehrt untersucht und diskutiert 
(Glaab, 2001; Schultz, 2005b, Böhme, 2009, Enoch, 2008; Blaschke, 2012; Mulliner, 2011). 
Es ist bekannt, dass sie mit elektronenreichen endogenen Makromolekülen interagieren, 
wodurch verschiedene toxische Effekte wie beispielsweise allergische Reaktionen, Mutationen 
und Karzinombildung resultieren (Koleva, 2008).  
Aufgrund ihrer Struktur können sie mit Nukleophilen reagieren. Sie enthalten zwei in 
Konjugation stehende funktionelle Gruppen (Schema 9). Zum einen handelt es sich um eine 
Carbonylgruppe (C=O–Gruppe) und zum anderen ist eine Alkenfunktion (C=C–Gruppe) 
vorhanden. Die Carbonylgruppe ist durch die hohe Elektronegativität des Sauerstoffatoms 
stark polarisiert. Durch diese Polarisierung ist das Carbonyl-C-Atom das elektrophile und das 
Carbonyl-O-Atom das nukleophile Zentrum. Da die C=O-Gruppe mit einer Doppelbindung in 
Konjugation steht, weist dieses System eine charakteristische Reaktivität auf. Nach dem 
Vinylogie-Prinzip, sind die Elektronen im konjugierten System delokalisiert. Durch 
Mesomerie liegt am β-C-Atom ein zweites elektrophiles Zentrum vor. Somit ist die C=C-
Gruppe gegenüber nukleophilen Gruppen aktiviert (Römpp, 2012). 













Carbonyl: R4 = -H, -Alkyl   
Carboxyl: R4 = -O-Alkyl
 
Schema 9: Allgemeine Grundstruktur der α,β-ungesättigter Carbonyl- und 
Carboxylverbindungen mit der Elektronendichteverteilung angegeben durch δ+ bzw. δ−. 
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α,β−ungesättigte Carbonyl- und Carboxylverbindungen können nach zwei verschiedenen 
Mechanismen mit Nukleophilen reagieren. Ein möglicher Reaktionsmechanismus stellt die 
nukleophile Addition an die C=C-Doppelbindung dar. Hierbei handelt es sich um eine 1,4-
Addition (auch als Michael-Addition bezeichnet), bei der das Nukleophil am β–Kohlenstoff 
angreift (Römpp, 2012; McCarthy, 1994; Esterbauer, 1975; Böhme, 2010b ). Die positive 
Ladung wird zunächst auf den Carbonylsauerstoff übertragen, wodurch ein 
resonanzstabilisiertes Enol gebildet wird. Für den Fall, dass die positive Ladung ein Proton ist, 






















Schema 10: 1,4-Michael-Addition der α,β-ungesättigten Carbonyl- und 
Carboxylverbindungen am Beispiel von Methylvinylketon. R repräsentiert ein 
endogenes Biomolekül 
 
Ein zweiter möglicher Reaktionsmechanismus ist ein nukleophiler Angriff am 
Carbonylkohlenstoff. Bei dieser 1,2-Addition verschiebt sich das π-Elektronenpaar zum 
Sauerstoffatom und das Kohlenstoffatom der C=O-Gruppe geht vom sp2- in den sp3- 
hybridisierten Zustand über. Die positive Ladung des nukleophilen Agens, meist ein Proton, 
wird auf den negativ geladenen Carbonylsauerstoff übertragen. Ist das Nukleophil ein primäres 
Amin, kommt es zu einer Protonenumlagerung und einer Wasserabspaltung, wodurch eine 
Schiff’sche Base gebildet wird (Vollhardt, 2000).  










+H  / -H+ +
_
 
Schema 11: 1,2-Addition der α,β-ungesättigten Carbonyl- und Carboxylverbindungen am 
Beispiel von Methylvinylketon. R repräsentiert ein endogenes Biomolekül 
 
Da es sich bei α,β-ungesättigten Carbonyl- und Carboxylverbindungen um ambidente 
elektrophile Verbindungen handelt, sind die Art der Reaktion und die Regioselektivität von 
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verschiedenen Einflussfaktoren abhängig. Die sterischen Eigenschaften sowie die 
elektronischen Effekte der Reaktanden spielen dabei eine große Rolle.  
Elektrophile und Nukleophile lassen sich nach dem Konzept von Pearson (Pearson, 1963, 
1995) in harte und weiche Zentren einteilen. Der Härtegrad entspricht der Polarisierbarkeit 
sowie der Entfernung der Valenzelektronen vom Atomkern und kann qualitativ durch 
Vergleich mit anderen Substanzen beschrieben und mit Hilfe quantenmechanischer Modelle 
über die Grenzorbitalenergie (frontier molecular orbital FMO) berechnet werden (Römpp, 
2012; Wondrousch, 2010; LoPachin, 2012, Böhme, 2010b). Harte Reaktanden sind geladen, 
klein, nicht polarisierbar und besitzen eine hohe Ladungskonzentration. Das harte Elektrophil 
zeichnet sich durch ein energetisches hohes LUMO (lowest unoccupied MO) aus, 
währenddessen das harte Nukleophil ein energetisch niedriges HOMO (highest occupied MO) 
besitzt. Weiche Zentren sind dagegen meist polarisierbar, ungeladen, groß und besitzen oft 
freie Valenzelektronen (Pfitzenmaier, 2009)  
Die Reaktionen harter Zentren untereinander sind ladungskontrolliert, während Interaktionen 
weicher Zentren Orbital-kontrolliert ablaufen (Römpp, 2012). Allgemein gilt das einfache 
Prinzip, dass harte Zentren bevorzugt mit harten und weichen Zentren bevorzugt mit weichen 
reagieren. Unter Berücksichtigung dieser Einteilung ist das β-C-Atom weicher als der 
Carbonylkohlenstoff der α,β-ungesättigte Carbonyl- und Carboxylverbindungen. Somit ist es 
wahrscheinlich, dass eine 1,4-Michael-Addition eher durch den Angriff eines weichen 
Nukleophils abläuft (Schultz, 2007b). Bei den α,β-ungesättigten Carbonyl- und 
Carboxylverbindungen befindet sich die größte positive Ladungsdichte am 
Carbonylkohlenstoff. Somit ist dieses härter als das β-C-Atom der Doppelbindung. In der 1,2-
Addition ist es wahrscheinlich, dass bevorzugt ein hartes Nukleophil reagiert, da der 
Carbonylkohlenstoff härter ist als das β-C-Atom.  
Die Anwendung des HSAB-Modells auf organische Reaktionen ist jedoch umstritten und 
wurde erst kürzlich von Mayr et al. in Frage gestellt (Mayr, 2011). 
Die Substituenten am Carbonylkohlenstoff beeinflussen sehr erheblich die Reaktivität der 
Verbindungen. Elektronenschiebende Gruppen wie +M- und +I-Substituenten, erhöhen die 
Elektronendichte am C–Atom und erniedrigen daher die Reaktivität der Carbonylgruppe, 
während elektronenziehende Gruppen, –M- und –I-Substituenten, die Elektronendichte 
erniedrigen und zu schnelleren Reaktionen führen. 
Zudem ist der sterische Einfluss der Gruppen an der Doppelbindung auf den nukleophilen 
Angriff, unabhängig welcher der beiden Reaktionsmechanismen abläuft, nicht zu 
vernachlässigen.  
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5.5.1.1 Zimtaldehyde und Derivate  
 
Zimtaldehyde sind α,β-ungesättigte aromatische Carbonyle, welche zu der Stoffgruppe der 
Phenylpropanoide zählen. Sie sind in der Natur weit verbreitet und weisen eine typische 
Grundstruktur auf, die aus einem Benzolaromaten besteht, der über eine trans-substituierte 
Doppelbindung mit einer Carbonylgruppe in Konjugation steht (Schema 13). 
















R1 = H, O−Alkyl, NH2 
R2 = H, Alkyl




Schema 12: Grundstruktur der Zimtaldehyde und Derivate 
 
Es ist bekannt, dass Zimtaldehyde und dessen Derivate sensibilisierend wirken und allergen 
sind (Toxnet, 2012). Die hautsensibilisierende Wirkung wird durch irreversible Reaktionen 
mit nukleophilen funktionellen Gruppen von Hautproteinen verursacht, welche zur 
Proteinmodifizierung, Funktionsblockierung und zur Immunreaktion führen (Divkovic, 2003). 
Zudem wirken sie antifungal und antibakteriell (Bang, 2005; Bowles, 1995). Es ist auch 
bekannt, dass Zimtaldehyd die Cyclin-abhängigen Kinase inhibiert, welche den Zellzyklus 
kontrolliert (Jeong, 2000).  
In dieser Arbeit wurden sieben Zimtaldehydderivate auf ihre toxische Wirkung im 
Wachstumshemmtest mit den Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL untersucht. Die 
Expositionszeit betrug 24 h. Die Ergebnisse sowie die physikochemischen Parameter sind in 
der Tabelle 4 angegeben. Wie aus dieser hervorgeht, ist die Fraktion fg < 1%. Die 
Konzentrationserniedrigung, hervorgerufen durch Sorptionsprozesse, reicht dagegen bis 
25,07% (Zimtsäurebenzylester). Der log Kow erstreckt sich von 0,82 (trans-Zimtsäureamid) bis 
4,06 (Zimtsäurebenzylester). Die ermittelten Toxizitäten liegen in einem log EC50-Bereich von 
−3,47 bis −4,21. Nur Zimtsäurebenzylester (5,30 ± 0,07) zeigte einen deutlich höheren log 
EC50-Wert.  
In der Literatur wurden die Toxizitätswerte für Phenylpropiolaldehyd, Zimtaldehyd und 
Zimtsäuremethylester veröffentlicht, welche mithilfe eines ähnlichen Wachstumshemmtests 
mit Tetrahymena pyriformis nach einer Expositionszeit von 40 h ermittelt wurden (Schultz, 
2007a). Diese log 1/IGC50-Werte (angegebene Einheit: mM) konvertiert in log IGC50 (M) 
unterscheiden sich jedoch von log EC50 der vorliegenden Arbeit. Für die Substanzen 
Zimtaldehyd (log EC50= −3,93; log IGC50= −3,68) und Zimtsäuremethylester (log EC50= 
Ergebnisse & Diskussion 
−4,20; log IGC50= −3,58) wurden kleinere Werte in dieser Arbeit ermittelt. Für 
Phenylpropiolaldehyd (log EC50= −4,21; log IGC50= −5,02) ist der log IGC50 geringer. Die 
Differenzen der Toxizitätswerte resultieren aus den unterschiedlichen Testverfahren. Diese 
sind beispielsweise die Messung der Zellzahl anstatt der optischen Dichte, die Verwendung 
von luftdicht verschlossenen Gefäßen oder die Durchführung einer Expositionskontrolle und 
die damit verbundene Korrektur der nominalen Konzentrationen.   
In Abbildung 8 sind die experimentell bestimmten log EC50-Werte gegen die 
substanzspezifischen log Kow-Werte aufgetragen. Wie aus dieser Abbildung hervorgeht, sinken 
die log EC50-Werte der untersuchten Substanzen nahezu gleichmäßig mit steigender 
Hydrophobie. Eine lineare Regression der Datenpunkte ergibt folgende Gleichung: 
  log EC50   =   −0,48 (±0,11)  •  log Kow  −3,18 (± 0,26)    (29) 
  n = 7, r² = 0,78; rms = 0,24; = 0,55; rmscv = 0,44; F1,7 = 18,1  2cvq
  
Schema 13: Strukturen der getesteten Zimtaldehyde (Tab.4): 1A) Trans-Zimtsäureamid, 2A) 
Phenylpropiolaldehyd, 3A) Nitrozimtaldehyd, 4A) Zimtaldehyd, 1B) 
Zimtsäuremethylester, 2B) Methylzimtaldehyd, 3B) Zimtsäurebenzylester 
- 61 - 
Ergebnisse & Diskussion 
Tabelle 4: Übersicht über die sieben Zimtaldehydderivate, deren substanzspezifischen Parameter, log Kow, Hydrolysehalbwertszeit t1/2, die 
























trans-Zimtsäureamid 1A 621-79-4 0,82 2,38 ·108 0,17 −0,20 92,04 −3,47 ± 0,24c 1,1 ± 0,5 1,75 −− 
Phenylpropiolaldehyd 2A 2579-22-8 1,32 n.b. 0,10 3,70 96,21 −4,21 ± 0,02 4,0 ± 0,7 2,04 −5,02 
Nitrozimtaldehyd 3A 1466-88-2 1,64 n.b. 0,43 6,19 87,60 −4,11 ± 0,24c 3,4 ± 2,2 1,66 −− 
Zimtaldehyd 4A 104-55-2 1,82 n.b. 0,04 7,60 74,71 −3,93 ± 0,04 2,4 ± 0,5 1,32 −3,68 
Zimtsäuremethylester 1B 103-26-4 2,36 3,47 ·104 0,00 11,81 99,98 −4,20 ± 0,15c 0,9 ± 0,3 1,11 −3,58 
Methylzimtaldehyd 2B 101-39-3 2,37 n.b. 0,26 11,89 87,68 −3,91 ± 0,11 1,2 ± 0,4 0,81 −− 
Zimtsäurebenzylester 3B 103-41-3 4,06 6,09 ·104 0,00 25,07 93,59 −5,30 ± 0,07c 1,1 ± 0,2 0,70 −− 
aLogarithmierte Oktanol/Wasser Verteilungskoeffizienten, log Kow, wurden mithilfe der EpiSuite v3.20 (EPA 2009) Datenbank ermittelt. Die Hydrolyse-Halbwertszeiten bei 
einem pH von 7 wurden ebenfalls mit einem Chemprop Software Model bestimmt (ChemProp, 1997); n.b. bedeutet, dass keine Werte bestimmt werden konnten. Die Fraktionen 
in der Gasphase, fg, der sorbierte Anteil, fs, und in der Wasserphase, fw, wurden mithilfe der Gleichungen 13, 24 und 25 bestimmt. EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der 
Verbindung, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurden. Die Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichung 25 korrigiert. Hill 
Anstieg ist der Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Glg. 17). b IGC50 ist von der Bedeutung dem EC50 gleichzusetzen und wurde aus der Literatur entnommen (Schultz, 
2007a). Jedoch wurde diese Werte mit einer anderen Methode bestimmt, weshalb diese Bezeichnung beibehalten wurde. cDie nominalen EC50-Werte wurden von Teresa Haseloff 
innerhalb einer Diplomarbeit angefertigt (Haseloff, 2010). 
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Mit der Gleichung 29, die mit einem Korrelationskoeffizienten von r² = 0,78 einen gute 
Korrelation der Parameter beschreibt, können die Toxizitäten anderer Substanzen dieser 
Strukturklasse vorhergesagt werden. Ohne Phenylpropiolaldehyd, welches als einzige 
Substanz dieser Verbindungen eine Dreifachbindung in Konjugation zur Carbonylgruppe und 
zum Aromaten inne hat, wird die Korrelation der Parameter log EC50 und log Kow verbessert: 
  log EC50   =   −0,54 (±0,09)  •  log Kow  −2,98 (± 0,22)    (30) 
  n=6, r² =0,89; rms = 0,18; = 0,76; rmscv = 0,36; F1,6= 33,06   2cvq
            
Abbildung 8: Toxizität, log EC50 (mol/L), der 7 Zimtaldehydderivate (schwarzen Kreise), 
nach einer Expositionszeit von 24 h, als Funktion des log Kow. Die Narkose-
Basislinie (durchgezogene Linie, Glg. 28) und die Abgrenzung des Narkose- zum 
exzesstoxischen Bereich ab einem log Te = 1 (gestrichelte Linie) sind ebenfalls 
angegeben 
 
Aus der Tabelle 4 und der Abbildung 8 wird deutlich, dass die experimentell bestimmten 
Toxizitäten höher sind als durch das Narkosemodel berechnet werden konnte. Außer 
Methylzimtaldehyd und Zimtsäurebenzylester (log Te: 0,81; 0,70) sind sie exzesstoxisch. Wie 
zuvor beschrieben, gibt der Te-Wert an in wieweit die Toxizität einer Substanz von der 
berechneten narkotischen Toxizität abweicht. Dies bedeutet, dass mit Hilfe des Te-Wertes 
ermittelt werden kann ob neben einer narkotische Wechselwirkung der Substanz noch weitere 
reaktivere Reaktionen ablaufen. In der Literatur wurde für α,β-ungesättigte Carbonyl- und 
Carboxylverbindungen gezeigt, dass die Toxizitätserhöhung mit der Reaktionskinetik im 
Glutathion-Chemoassay korreliert (Freidig, 1999; Yarbrough, 2007; Wondrousch, 2010; 
Böhme, 2009, 2010a,c). Die Toxizitätserhöhung kann somit als ein Maß der Reaktivität für 
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diese Substanzen interpretiert werden. Eine Toxizitätserhöhung der Zimtaldehydderivate 
oberhalb von 1 (logarithmischen Einheiten) deutet darauf hin, dass die Verbindungen einem 
reaktiven Mechanismus unterliegen. Wie zuvor in Kapitel 5.5.1 beschrieben, können 
Zimtaldehyde nach zwei Mechanismen mit Nukleophilen reagieren: der 1,4-Michael-Addition, 
bei der Reaktion am β−C-Atom stattfindet, und der 1,2-Addition am Carbonyl-C-Atom. Bei 
der letzteren kann es, durch die Wechselwirkung mit einem Amin, zur Bildung einer 






























Schema 14: Nukleophile 1,2-Addition an Zimtaldehyde unter Bildung deiner Schiff’schen 
Base (erstellt nach (Patlewicz, 2001; Elahi, 2004) 
 
Durch den sterisch anspruchsvollen Phenylring am β-C-Atom der Doppelbindung reagieren 
Zimtaldehyde wahrscheinlich eher nach einer 1,2-Addition mit endogenen Biomolekülen. 
Jedoch sollten in diesem Fall eine harte nukleophile Gruppe, bspw. –NH2 oder –OH, der 
Reaktionspartner sein. Eine 1,4-Addition könnte eher erfolgen, wenn es sich um eine weiche 
nukleophile Gruppe, bspw. eine Thiolgruppe, handelt (Patlewicz, 2001; Elahi, 2004). 
Innerhalb einer Studie über die Reaktivität und Reaktionskinetik diverser elektrophiler 
Verbindungen gegenüber Glutathion konnte gezeigt werden, dass die Reaktivität β-
substituierter α,β-ungesättigter Aldehyde (≡ Zimtaldehyde) sinkt im Vergleich zu 
unsubstituierten Derivaten (Böhme, 2010c). Jedoch wurde in dieser Arbeit beobachtet, dass 
die Reaktivität einer 1,4-Addition dramatisch sinkt mit der Substitution an beide 
Kohlenstoffatom der Doppelbindung. Hieraus wurde geschlussfolgert, dass eine 1,2-Addition 
erst bei diesen Derivaten wahrscheinlich die bevorzugte Reaktion ist (Böhme, 2010a,c). 
 
Die höchste Toxizitätserhöhung besitzt Phenylpropiolaldehyd (Te = 109,8), welches eine 
Dreifachbindung an Stelle der Doppelbindung besitzt. Für diese Verbindung wurde ebenfalls 
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eine hohe Reaktivität im GSH-Chemoassay beobachtet (Böhme, 2010a), was dafür spricht, 
dass Phenylpropiolaldehyd über eine 1,4-Michael-Addition mit nukleophilen Biomolekülen 
reagiert. 
Mit einem Te = 56,7 besitzt trans-Zimtsäureamid ebenfalls eine vielfach höhere Toxizität als 
mit dem Narkosemodell berechnet werden kann. Bei dieser Verbindung ist ein Amin direkt am 
Carbonylkohlenstoff gebunden. Dadurch ist der C=O für eine nukleophile Addition (1,2-
Addition) nicht so leicht zugängig. Zudem besitzt dieser Substituent einen mesomeren Effekt 
(+M), wodurch die Elektronendichte der ungepaarten Elektronen des Stickstoffs auf die 
Carbonylgruppe übertragen wird und die Elektrophilie des Carbonyl-C-Atoms verringert wird. 
Andererseits besitzt das Stickstoffatom einen negativen induktiven Effekt und entzieht dem 

























Schema 15: Mesomere Strukturen des trans-Zimtsäureamids 
 
Am β-C-Atom der olefinischen Bindung ist ein Phenylring substituiert, welcher einen 
nukleophilen Angriff in einer 1,4-Micheal-Addition sterisch behindern würde. Durch die 
elektronenziehenden Eigenschaften des Carbonylsauerstoffs, des Stickstoffs und des 
Phenylrings, ist dieser olefinische Kohlenstoff sehr elektronenarm, weshalb die 1,4-Addition 
wahrscheinlicher ist als die 1,2-Addition.   
 
Nitrozimtaldehyd und Zimtaldehyd sind mit einem log Te von 1,7 beziehungsweise 1,3 
ebenfalls exzesstoxisch. Durch die elektronenziehende Nitrogruppe (–I-Effekt) in der ortho-
Position am Phenylring zum β-C-Atom des Olefins, ist dieses Kohlenstoffatom für einen 
nukleophilen Angriff zusätzlich, im Vergleich zu Zimtaldehyd, um das 2,2-fache aktiviert. In 
reaktionskinetischen Studien mit dem Modellnukleophil Glutathion konnte für Zimtaldehyd 
nur eine moderate Reaktivität beobachtet werden (Böhme, 2010c) was ebenfalls dafür spricht, 
dass bei beiden Verbindungen die Art des Nukleophils den Reaktionsmechanismus wird 
bestimmen. Aus der Literatur ist bekannt, dass im Gegensatz zum Zimtaldehyd 
Nitrozimtaldehyd genotoxisch ist (Eder, 1991). Diese Wirkung wird jedoch nicht durch das 
ungesättigte System hervorgerufen, sondern die Nitrogruppe wird durch eine Nitroreduktase 
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und eine O-Acetyltransferase aktiviert. Durch diese Interaktion wird ein Nitrenium-Ion 
gebildet, welches mit der DNA wechselwirkt (Schema 16). 




















Schema 16: Metabolismus der Nitrozimtaldehyds (modifiziert nach (Eder, 1991)) 
 
Auch bei Zimtsäuremethylester (Te = 12,9) dominiert ein reaktiver Mechanismus gegenüber 
narkotischen Interaktionen mit der Membran. Jedoch ist die Reaktivität im Vergleich zu 
Zimtaldehyd verringert. Durch die Methoxygruppe am Carbonylkohlenstoff ist eine 1,2-
Addition sterisch gehindert. Dieser Substituent stellt freie Elektronenpaare des Sauerstoffs für 
eine Mesomerie zur Verfügung, wodurch die Elektronendichte des mesomeren Systems erhöht 
(+M-Effekten) und die Reaktivität gesenkt wird. Der –I-Effekt der Methoxygruppe auf den 
Carbonylkohlenstoff und den β-Kohlenstoff der Doppelbindung ist im Vergleich zu trans-
Zimtsäureamid geringer, wodurch diese Kohlenstoffe weniger elektrophil sind.  
 
Die Reaktivität von Methylzimtaldehyd wird durch den Methylsubstituenten am α-C-Atom um 
das 3,3-fache reduziert (Te = 6,4; Zimtaldehyd Te = 21,0). Der Grund hierfür sowohl ist eine 
sterische Hinderung eines nukleophilen Angriffs sowie ein elektronenschiebender Effekt (+I) 
der CH3-Gruppe, wodurch die Elektrophilie des Systems vermindert wird. In 
Reaktivitätsstudien mit dem Modellnukleophil Gluthation konnte dieser Effekt der 
Methylgruppe ebenfalls beobachtet werden (Böhme, 2010c, Koleva, 2008). Dennoch ist 
Methylzimtaldehyd toxisch und als Hautsensibilisierer bekannt, dessen Wirkung jedoch im 
Vergleich vermindert ist (Patlewicz, 2001).  
 
Auch das hydrophobe Zimtsäurebenzylester (log Kow = 4,06) ist durch den sterisch 
anspruchsvollen Substituenten −O−Benzyl und durch dessen elektronenschiebenden Charakter 
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5.5.1.2 Acrylat- und Propiolatverbindungen  
 
Acrylat- und Propiolatverbindungen sind α,β-ungesättigte Carboxylverbindungen, die auch als 
α,β-ungesättigte Carbonsäureester bezeichnet werden.  










R = H, Alkyl
R1= Alkyl
 
Schema 17: Allgemeine Struktur der A) Acrylate und B) Propiolate  
 
Acrylate werden für die Herstellung von Polymeren und in den verschiedensten industriellen 
Bereichen verwendet. Zudem finden sie Anwendung als Bindemittel für Farben, Klebstoffe 
und als Dentalwerkstoff. Aus Toxizitätsstudien ist bekannt, dass α,β-ungesättigte Carboxylate 
klastogen (Przybojeska, 1984) und genotoxisch (Moore, 1988) sind. Weitere Untersuchungen 
zeigten, dass diese Verbindungen reizend wirken (Lefaux, 1968; InChem, 2003a), allergen 
sind und hautsensibilisierende Wirkung besitzen (Dearman, 2007). Weiterhin ist bekannt, dass 
α,β-ungesättigte Carboxylate mit Glutathion, einem wichtigen Tripeptid des Phase-II-
Metabolismus in der Biotransformation, reagieren (Böhme, 2010c; Vodicka, 1990).  
 
Durch die elektronenziehende Estergruppe, die direkt am Carbonylkohlenstoff gebunden ist, 
ist das β-Kohlenstoff der Doppelbindung bzw. Dreifachbindung verstärkt für einen 
nukleophilen Angriff in einer 1,4-Addition aktiviert. Somit sollten diese Verbindungen höhere 
Toxizitäten und Toxizitätserhöhungen im Vergleich zu α,β-ungesättigten 
Carbonylverbindungen aufweisen, welche entweder eine elektronenschiebende Alkylgruppe 
oder ein Proton am Carbonylkohlenstoff gebunden haben. Im GSH-Chemoassay wurde 
allerdings beobachtet, dass α,β-ungesättigte Ketone reaktiver als α,β-ungesättigte Ester sind. 
Dies wurde damit begründet, dass aufgrund des +M-Effektes des Substituenten am Carbonyl-
C-Atom die olefinische Bindung der Ester weniger polarisierbar wäre (Böhme, 2009, 2010c). 
 
In dieser Arbeit wurden acht Acrylate und fünf Propiolate mit unterschiedlichen Substituenten 
untersucht. Diese sind in der Tabelle 5 mit den physikochemischen Parametern und den 
ermittelten logarithmierten effektiven Konzentrationen nach einer Expositionszeit von 24 h, 
sowie den zugehörigen Hill-Anstiegen aus den sigmoidalen Konzentrations-Wirkungs-Kurven 
aufgelistet.  
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Wie aus Tabelle 5 hervorgeht, sind einige Substanzen stark flüchtig (fg = 43,6 % 
Isobutylacrylat). Die Konzentrationserniedrigung, hervorgerufen durch Sorptionsprozesse, 
reicht dagegen bis 13,08 % (Oktinsäuremethylester). Der log Kow der eher hydrophilen 
Substanzen erstreckt sich über zwei Zehnerpotenzen von 0,58 (Ethylpropiolat) bis 2,60 
(Oktinsäuremethylester). Die ermittelten Toxizitäten der Acrylate liegen in einem log EC50-
Bereich von −4,29 ± 0,03 (Isobutylacrylat) bis −3,16 ± 0,04 (Methyl-trans-2-hexenoat), die 
der Propiolate sind dagegen geringer und liegen in einem log EC50-Bereich von −4,97 ± 0,03 
(Ethylpropiolat) bis −3,60 ± 0,15 (Hexinsäuremethylester). Zur Veranschaulichung sind die 
Ergebnisse der beiden Verbindungsklassen in der Abbildung 9 graphisch dargestellt. 
         
Abbildung 9: Toxizität, log EC50 (mol/L), der sechs Acrylate (schwarze Kreise) und fünf 
Propiolate (weiße Kreise) nach einer Expositionszeit von 24 h als Funktion des 
log Kow. Die Narkose-Basislinie (durchgezogene Linie, Glg. 28) und die 
Abgrenzung des narkotischen zum exzesstoxischen Bereich mit log Te = 1 
(gestrichelte Linie) sind ebenfalls angegeben. 
 
Ein Vergleich der Acrylate bezüglich der Toxizitätswerte in Form des log EC50 untereinander 
zeigt, dass die Toxizität der Acrylate mit steigender Kohlenstoffanzahl der Estergruppe 
ansteigt (log EC50-Werte werden kleiner). Eine Ausnahme stellt jedoch tert-Butylacrylat dar, 
welches mit −3,59 ± 0,04 den zweitgrößten log EC50 besitzt. Die elektronenschiebende 
Propylgruppe am β-Kohlenstoff des Olefins verringert den log EC50 um 0,57 log-Einheiten des 
Methyl-2-hexenoats (−3,16 ± 0,04) im Vergleich zum Methylacrylat (−3,73 ± 0,03).  
Innerhalb der Propiolate wird ersichtlich, dass Substanzen, die keine Substituenten am β-C-
Atom aufweisen, die höchste Toxizität besitzen (Ethylpropiolat: −4,97 ± 0,03; tert-
Butylpropiolat: −4,86 ± 0,11) und auch die höchste Reaktivität gegenüber GSH aufweisen 
- 68 - 
Ergebnisse & Diskussion 
(Böhme, 2009, 2010c). α,β-ungesättigte Carboxylate mit einer Dreifachbindung besitzen alle 
um bis zu 1,3 log-Einheiten geringere log EC50-Werte (bspw. tert-Butylacrylat −3,59 ± 0,04; 
tert-Butylpropiolat: −4,86 ± 0,11) als die Analoga mit den Doppelbindungen. Propiolate sind 
somit um ein Vielfaches toxischer. Für Reaktivität gegenüber Glutathion wurden bereits 
analoge Ergebnisse berichtet (Böhme, 2009, 2010c). 
 
In der Literatur wurden für einige α,β-ungesättigte Carboxylate aquatische Toxizitätswerte in 
Form des log IGC50 (Tabelle 5), welche ebenfalls die effektive Konzentration bei einer 
50%igen Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis ist, veröffentlicht 
(Schultz, 2004, 2005b). Diese basieren jedoch auf nominalen Konzentrationen und wurden mit 
einer anderen Methode experimentell bestimmt. Ein Vergleich der log EC50-Werte mit den log 
IGC50-Werten zeigt deutlich, dass die veröffentlichten Werte von Schultz et al. größer sind. Es 
ist zu erkennen, dass die größten Differenzen für die Substanzen mit den höchsten fg und fs zu 
beobachten sind (Isobutylacrylat: log EC50 = −4,29 ± 0,03, log IGC50 = −3,29).  
  
Schema 18: Strukturen der getesteten α,β-ungesättigte Carboxylate (Tab. 5): 1A) 
Methylacrylat, 2A) Ethylacrylat, 3A) n-Propylacrylat, 4A) tert-Butylacrylat, 1B) 
Methyl-trans-2-hexenoat, 2B) Isobutylacrylat, 3B) Ethylpropiolat, 4B) 
Butinsäureethylester, 1C) tert-Butylpropiolat, 2C) Hexinsäuremethylester, 3C) 
Oktinsäuremethylester 
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Tabelle 5: Übersicht über die α,β-ungesättigten Carboxylatverbindungen, die sechs Acrylate und fünf Propiolate beinhalten, deren 
substanzspezifischen Parameter, wie log Kow, Hydrolysehalbwertszeit t1/2, die Fraktionen in den einzelnen Phasen fg, fs und fw, sowie die 

























Methylacrylat 1A 96-33-3 0,73 1,55 ·104 16,31 −0,68 84,26 −3,73 ± 0,03 2,3 ± 0,3 2,09 −3,55d 
Ethylacrylat 2A 140-88-5 1,22 2,71 ·104 25,39 3,13 72,28 −3,82 ± 0,05 1,7 ± 0,3 1,74 −3,52d 
n-Propylacrylat 3A 925-60-0 1,71 4,84 ·104 14,15 6,95 79,88 −4,25 ± 0,03 6,1 ± 2,9 1,73 −3,53d 
tert-Butylacrylat 4A 1663-39-4 2,09 2,77 ·106 18,10 9,91 73,79 −3,59 ± 0,04 2,5 ± 0,5 0,74 −2,36d 
Methyl-trans-2-hexenoate 1B 13894-63-8 2,12 5,50 ·104 20,65 10,14 71,30 −3,16 ± 0,04 2,1 ± 0,4 0,28 −−− 
Isobutylacrylat 2B 106-63-8 2,13 6,11 ·104 43,60 10,22 50,63 −4,29 ± 0,03 2,1 ± 0,3 1,41 −3,29d 
Ethylpropiolat 3B 623-47-2 0,58 4,18 ·102 5,90 −1,85 95,84 −4,97 ± 0,03 3,9 ± 0,9 3,47 −4,70e 
Butinsäureethylester 4B 4341-76-8 1,13 4,46 ·103 4,08 2,43 93,59 −3,68 ± 0,22 1,7 ± 0,9 1,69 −3,51d 
tert-Butylpropiolat 1C 13831-03-3 1,45 4,26 ·104 10,16 4,93 85,41 −4,86 ± 0,11 0,8 ± 0,2 2,58 −−− 
Hexinsäuremethylester 2C 18937-79-6 1,62 2,55 ·103 5,38 6,25 88,71 −3,60 ± 0,15 1,9 ± 0,7 1,17 −3,76d 
Oktinsäuremethylester 3C 111-12-6 2,6 2,55 ·103 9,30 13,88 78,11 −3,97 ± 0,06 1,5 ± 0,3 0,67 −4,04d 
a Die log Kow-Werte wurden mithilfe der EpiSuite v3.20 (EPA, 2009) Datenbank ermittelt. Die Hydrolyse-Halbwertszeiten bei einem pH von 7 wurden ebenfalls mit einem 
Chemprop Software Model bestimmt (ChemProp, 1997); n.b. bedeutet, dass keine Werte bestimmt werden konnte. Die Fraktionen fg, fs und fw wurden mithilfe der Gleichungen 
13, 24 und 25 bestimmt. EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der Verbindung, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert 
wurden. Die Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichungen 28 korrigiert. Hill Anstieg ist der Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Glg. 17). b IGC50 ist dem EC50 
gleichzusetzen und wurde aus der Literatur entnommen und konvertiert (Schultz, 2004, 2005b). Jedoch wurde diese Werte mit einer anderen Methode bestimmt, weshalb diese 
Bezeichnung beibehalten wurde.  
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Wie aus der Abbildung 9 hervorgeht und aus der Tabelle 5 entnommen werden kann, sind acht 
der elf getesteten α,β-ungesättigten Carboxylate exzesstoxisch und reagieren bevorzugt über 
einen reaktiven irreversiblen Reaktionsmechanismus. Acrylate mit einem sterisch 
anspruchsvollen Substituenten, wie einer tertiären Butylgruppe (tert-Butylacrylat: log Te = 0,7) 
oder einer langen Alkylkette mit drei Kohlenstoffatomen (Methyl-2-hexenoat: log Te = 0,3) 
besitzen eine Toxizitätserhöhung, die unterhalb des Grenzwertes log Te = 1 liegt. Somit gelten 
diese Substanzen laut Definition (Kapitel 3.4) als narkotisch. Unter den Propiolaten ist allein 
Oktinsäuremethylester (log Te = 0,7), welches eine n-Pentylgruppe neben dem reaktiven 
Zentrum besitzt, narkotisch. Bei diesen drei Verbindungen wird die reaktive Reaktion nur sehr 
langsam beziehungsweise erschwert ablaufen. Die Substituenten sind sterisch anspruchsvoll 
und zudem noch elektronenschiebend. Das elektrophile Zentrum wird somit elektronenreicher 
und ist nicht mehr für einen nukleophilen Angriff attraktiv.  
Innerhalb der exzesstoxischen Acrylate sinkt der log Te mit ansteigender Kettenlänge der 
Alkylkette der Estergruppe. Allein Methyl-2-hexenoat stellt eine Ausnahme dar. Bei dieser 
Verbindung ist zwar nur eine Methylgruppe am Ester gebunden, jedoch ist das β-C-Atom 
durch die Propylgruppe weniger für eine Reaktion zugänglich. 
Innerhalb der Propiolate sinkt der log Te von 3,5 (Ethylpropiolat) bis auf 0,7 
(Oktinsäuremethylester) mit größer werdenden Substituenten am olefinischen Kohlenstoff. 
Dabei wird ersichtlich, dass der Substituent am Kohlenstoff der Dreifachbindung einen 
stärkeren Einfluss auf die Toxizitätserhöhung und somit auf die Reaktivität der Verbindung 
besitzt als ein Substituent am Estersauerstoff (tert-Butylpropiolat: log Te = 2,6, 
Butinsäureethylester: log Te = 1,7). Dieser Befund untermauert die Vermutung, dass die α,β-
ungesättigten Carboxylate über eine 1,4-Addition mit den nukleophilen Biomolekülen 
reagieren. Durch die Estergruppe am Carbonylkohlenstoff ist eine 1,2-Addition sterisch 
gehindert. Ebenfalls konnten auch diese Befunde im GSH-Chemoassay beobachtet werden 
(Böhme, 2009, 2010c). Hierzu wurde berichtet, dass ein Substituent am β-Kohlenstoffatom der 
Doppelbindung die Reaktionsgeschwindigkeit drastisch senkt und auch einen stärkeren 
Einfluss auf die Reaktivität ausübt als ein Substituent am α-C-Atom. Zudem konnte gezeigt 
werden, dass mit zunehmenden Verzweigungsgrad der Estergruppe die Reaktivität in einer 
1,4-Addition sinkt (Böhme, 2009, 2010c). Diese ähnlichen Ergebnisse der Reaktivität und der 
Toxizitätserhöhung verdeutlichen, dass letztere auch als Maß für die Reaktivität von α,β-
ungesättigten Carboxylverbindungen gesehen werden kann. Dies wurde in der Literatur bereits 
diskutiert und bestätigt (Wondrousch, 2010; Böhme,2009, 2010 a,b,c). 
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Ethylpropiolat ist mit einem Te = 2941 die reaktivste Verbindung. Da eine Dreifachbindung in 
Konjugation zur Carbonylgruppe vorliegt, ist das β-C-Atom für eine Reaktion mit einem 
Nukleophil aktiviert. Die Ethylgruppe am Estersauerstoff ist relativ klein, weshalb sie die 
Reaktion sterisch kaum beeinflusst.  
Tert-Butylpropiolat, welches eine sterisch anspruchsvolle Butylgruppe am Ester besitzt ist 
jedoch mit einem Te von 382,6 die zweitreaktivste Substanz. Dieser Substituent mindert die 
Reaktivität um das 7,7-fache zu Ethylpropiolat. Die hohe Elektronendichte, die über das 
konjugierte System delokalisiert ist, aktiviert das β-C-Atom der Dreifachbindung um ein 
Vielfaches. Tert-Butylacrylat ist zum Vergleich mit einem Te von 5,6 nicht exzesstoxisch. 
Methylacrylat (Te = 122,8), Ethylacrylat (Te = 55,6), n-Propylacrylat (Te = 54,2) und 
Isopropylacrylat (Te = 25,5) sind toxischer als mit dem Narkosemodell vorhergesagt wird. Der 
unterschiedliche sterische Anspruch der Alkylsubstituenten am Ester zeigt sich hier sehr 
deutlich. Eine −CH3-Gruppe ist im Vergleich zu −CH2CH3 um das 2,2-fache reaktiver. Die 
Propylgruppe (−CH2CH2CH3) ist dagegen kaum in ihrer Reaktivität gegenüber einer 
Ethylgruppe (−CH2CH3) gemindert. Eine Isobutylgruppe dagegen ist räumlich anspruchsvoller 
und beeinflusst einen nukleophilen Angriff eher.  
Der Vergleich von Ethylacrylat (Te = 55,6) und Ethylpropiolat (Te = 2941) sowie Methyl-2-
hexenoat (Te = 1,9) und Hexinsäuremethylester (Te = 14,7) verdeutlicht auch hier die sehr 
starke Aktivierung des reaktiven elektrophilen Zentrums durch eine Dreifachbindung anstelle 
einer Doppelbindung.   
 
5.5.1.3 Chinone  
 
Chinone lassen sich in folgende zwei Untergruppen einteilen, die durch Redoxreaktionen in 
einander überführbar sind. Zum einen in die Benzochinone und zum anderen in die 
Hydrochinone. Benzochinone sind zyklische α,β-ungesättigte Verbindungen, wobei zwei 
C−C-Doppelbindungen mit zwei Carbonylkohlenstoffen einen Sechsring bilden. Die 
Elektronen sind über die beiden olefinischen Bindungen im Ring und über die zwei 
Carbonylgruppen delokalisiert. An den elektronegativen Sauerstoffatomen ist die 
Elektronendichte am größten. Der Elektronenmangel herrscht dagegen an den olefinischen C-
Atomen. Durch die Anordnung der π-Elektronenpaare gibt es nur ortho- und para-
Benzochinone und keine meta-Benzochinone. Die allgemeine Strukturformel der funktionellen 
Gruppe ist in Schema 19 dargestellt. 
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Schema 19: Grundstrukturen und Übersicht über die Elektronendichteverteilung der 
Benzochinone 
 
Da bei den Benzochinonen zwei stark elektronenziehende Gruppen (C=O) im Molekül 
vorhanden sind, die in Konjugation zueinander stehen und nicht mehr als über zwei 
Kohlenstoffatome voneinander getrennt sind, wird die Elektronendichte verstärkt von den 
elektronenarmen Regionen abgezogen, wodurch diese für einen nukleophilen Angriff aktiviert 
werden.  
 
Hydrochinone dagegen sind aromatische Systeme, bei denen die Kohlenstoffatome sp2-
hybridisiert sind. Die wichtigsten isomeren Vertreter der Dihydroxybenzole besitzen an den 
Positionen 1, 2, 3 und 4 Hydroxygruppen (Schema 20), die durch ihre hohe Elektronegativität 
elektronenziehend wirken (−I-Effekt). Da die Sauerstoffatome aber auch freie Elektronenpaare 
besitzen, wirken diese Substituenten durch einen positiven mesomeren Effekt eher 
elektronenschiebend (+M-Effekt).  







Schema 20: Grundstrukturen der drei wichtigsten Hydrochinone: 1,2-, 1,3- und 1,4-
Hydrochinon  
 
Durch die erhöhte Elektronendichte im aromatischen Ring können Hydrochinone leicht mit 
Elektrophilen über eine elektrophile aromatische Substitution, SEAr, reagieren. In der Zelle 
wird jedoch aufgrund der wenigen elektrophilen funktionellen Gruppen der Biomoleküle eine 
SEAr selten stattfinden. Vor allem nukleophile Endgruppen von Aminosäuren sind im 
Organismus vorhanden. Elektrophile endogene Gruppen sind beispielsweise nur einige Lipide, 
die Aldehydfunktionen aufweisen (Morrow, 2006; Kondo, 2002).  
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Chinone treten in der Umwelt ubiquitär auf. Sie sind beispielsweise in einigen 
Pflanzeninhaltsstoffen, in Pilzen, Hölzern und Bakterien (Römpp, 2012) oder als tierische 
Toxine in Sekreten der Termite M. carbonarius (Carlson, 1972) zu finden. Sie sind wichtige 
Funktionseinheiten bei der Photosynthese und in der Elektronentransportkette bei der 
zellulären Atmung (Römpp, 2012).  Zudem werden sie in der Synthese von Polyestern als 
Polymerisationsinhibitor, für UV-Stabilisatoren und Pharmazeutika oder in der Herstellung 
von Farbstoffen eingesetzt. Chinone finden Anwendung als Spezialkleber, als 
photochemischer Entwickler, in Pflanzenschutzmitteln und in Aromastoffen (Römpp, 2012).  
Aus toxikologischen Untersuchungen ist bekannt, dass Benzochinon und -derivate antifungale 
und antimikrobielle Aktivität besitzen (Kokpol, 1993). 
Durch ihre hohe Reaktivität gegenüber Proteinen und DNA sind sie genotoxisch, mutagen, 
hautsensibilisierend (Toxnet, 2012) und allergen (Hausen, 1978). Da 1,2- und 1,4-
Hydrochinon leicht zu den analogen Benzochinonen oxidieren, wirken auch sie mutagen 
(IARC, 1999), cytotoxisch und genotoxisch (Toxnet, 2012). 1,3-Hydrochinon wirkt 
hautsensibilisierend (InChem, 2006).  
Benzochinone und 1,2- sowie 1,4-Hydrochinon sind redoxaktive Verbindungen, die ineinander 
überführbar sind. Bei den ablaufenden Ein-Elektronen-Transferreaktionen können die 
freiwerdenden Elektronen auf molekularen Sauerstoff übertragen werden, wobei reaktive 
Sauerstoffspezies, ROS, wie das Superoxid-Radikal-Anion ( ), entstehen (Römpp, 2012; 
Vollhardt, 2000). Da durch enzymatische Katalyse die ursprüngliche Ausgangsverbindung 
wieder entstehen kann, spricht man bei den ablaufenden Redoxreaktionen von 
Redoxzyklisierungen. In den Redoxzyklen werden neben ROS auch Semichinonradikale 
gebildet, die wiederum an Prozessen der Kanzerogenese beteiligt sind oder weitere reaktive 
Reaktionen eingehen, die zur Apoptose führen (Marnett, 1999; Monks, 1992) (Schema 21). 
Eine zweite langsam ablaufende katalysierte Reaktion ist eine Zweielektronen-Reduktion des 
Benzochinon zum entsprechenden Hydrochinon. Verschiedene Enzymsysteme wie die DT-
Diaphorase, NADPH-Cytochrom-c-Reduktase, NADH-Cytochrom-b5-Reduktase, Xanthin-
Oxidase und die Aldehyd-Oxidase können diese Elektronen-Übergänge katalysieren (Römpp, 
2012). Anschließend wird das Hydrochinon zum Semichinonanionradikal oxidiert. Durch die 
Rückbildung zum Benzochinon kann ein Elektron wieder auf einen molekularen Sauerstoff 
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Benzochinone sind zudem elektrophile Michaelakzeptoren, die direkt mit einem weichen 
Nukleophil, wie beispielsweise einer Thiolgruppe, über eine 1,4-Michael-Addition reagieren 
können. Diese Reaktion läuft sehr schnell ab und ist wahrscheinlich der bevorzugte 
Reaktionsmechanismus. In Untersuchungen der Reaktionskinetik der Benzochinone gegenüber 
GSH konnte gezeigt werden, dass diese Substanzklasse die reaktivsten Derivate der α,β-





kovalente Bindung zu Biomoleküle 
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Schema 21: Mögliche Reaktionswege der Chinone. Zum einen können Benzochinone und 
Semichinon-Radikalanionen direkt mit nukleophilen Biomolekülen reagieren, 
wobei Benzochinone eine 1,4-Michael-Addition eingehen. Zum anderen können 
bei der Ein-Elektronenoxidation vom Semichinon-Radikalanion zum Benzochinon 
das Elektron auf molekularen Sauerstoff übertragen werden und so ROS gebildet 
werden, welche mit endogenen Biomolekülen reagieren. (modifiziert nach 
(Vollhardt, 2000; Marquardt, 2004; Monks, 1992) 
 
In dieser Arbeit wurden fünf Benzochinon- und vier Hydrochinonderivate untersucht, welche 
in der Tabelle 6 mit den zugehörigen logarithmierten Werten der Oktanol/Wasser- und 
Luft/Wasser-Verteilungskoeffizienten, den Hydrolysehalbwertszeiten t1/2, den Fraktionen fg, fs 
und fw, den experimentell bestimmten log EC50 sowie den jeweiligen Hill Anstiegs der 
Konzentrations-Wirkungs-Kurven angegeben sind. Die berechneten log Te und die in der 
Literatur veröffentlichten log IGC50 sind zudem notiert. Einige der nominalen log EC50-Werte 
wurden innerhalb einer Diplomarbeit von Anja Laqua ermittelt. 
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Tabelle 6: Übersicht über die getesteten fünf Benzo- und vier Hydrochinonderivate, deren substanzspezifischen Parameter log Kow, 


























2,6-Dimethoxybenzo-1,4-chinon 1A 530-55-2 −0,06 n.b. 0,00 0,00 100 −4,61 ± 0,08 −1,7 ± 0,6 3,68 −4,99 
2-Methoxybenzo-1,4-chinon 2A 2880-58-2 0,04 n.b. 0,00 0,00 100 −4,92 ± 0,03c −4,4 ± 1,1 3,90 −− 
p-Benzochinon 3A 106-51-4 0,20 n.b. 5,12 0,00 94,88 −5,22 ± 0,02c −6,8 ± 1,0 4,05 −5,33 
p-Benzochinondioxim 4C 105-11-3 1,49 n.b. 0,00 5,24 94,76 −3,90 ± 0,05c 0,9 ± 0,1 1,58 −− 
Thymochinon 1B 490-91-5 2,20 n.b. 0,00 10,77 89,23 −4,81 ± 0,02 6,1 ± 3,2 1,86 −− 
            
Methoxyhydrochinon 2B 824-46-4 0,47 n.b. 0,00 0,00 100 −3,65 ± 0,02c 4,2 ± 0,7 2,24 −5,20 
1,4-Hydrochinon 3B 123-31-9 0,59 n.b. 0,00 0,00 100 −3,14 ± 0,08c 0,7 ± 0,1 1,63 −3,47 
1,3-Hydrochinon 4B 108-46-3 0,80 n.b. 0,00 0,00 100 −3,07 ± 0,03c 2,1 ± 0,4 1,37 −2,35 
1,2-Hydrochinon 1C 120-80-9 0,88 n.b. 0,00 0,49 99,51 −3,76 ± 0,03c 6,2 ± 3,1 1,99 −3,75 
a Die log Kow-Werte wurden mithilfe der EpiSuite v3.20 (EPA, 2009) Datenbank ermittelt. Die Hydrolyse-Halbwertszeiten bei einem pH von 7 wurden ebenfalls mit einem 
Chemprop Software Model bestimmt (ChemProp, 1997); n.b. bedeutet, dass keine Werte bestimmt werden konnte. Die Fraktionen fg, fs und fw wurden mithilfe der Gleichungen 
13, 24 und 25 bestimmt. EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der Verbindung, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert 
wurden. Die Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichungen 28 korrigiert. Hill Anstieg ist der Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Glg. 17). b IGC50 ist dem EC50 
gleichzusetzen und wurde aus der Literatur entnommen und konvertiert (Schultz, 1997b, Aptula 2002). Jedoch wurde diese Werte mit einer anderen Methode bestimmt, weshalb 
diese Bezeichnung beibehalten wurde. . cDie nominalen EC50-Werte wurden von Anja Laqua innerhalb einer Diplomarbeit angefertigt (Laqua, 2009). 
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Schema 22: Strukturen der getesteten Chinone (Tab. 6): 1A) 2,6-Dimethoxybenzo-1,4-chinon, 
2A) 2-Methoxybenzo-1,4-chinon, 3A) p-Benzochinon, 4A) p-
Benzochinondioxim, 1B) Thymochinon, 2B) 2-Methoxy-1,4-hydrochinon, 3B) 
1,4-Hydrochinon, 4B) 1,3-Hydrochinon, 1C) 1,2-Hydrochinon 
 
Aus Tabelle 6 ist zu entnehmen, dass die untersuchten Verbindungen kaum flüchtig (fg < 
5,2 %) sind. Eine Konzentrationsminderung durch Sorptionsprozesse ist mit 10,77% für 
Thymochinon der maximale Wert innerhalb dieser Gruppe. Der log Kow erstreckt sich über 
zwei Zehnerpotenzen von −0,06 (2,6-dimethoxybenzo-1,4-quinone) bis 2,20 (Thymochinon), 
wodurch deutlich wird, dass es sich um hydrophile Substanzen handelt. Die ermittelten 
Toxizitäten erstrecken sich ebenfalls über zwei Zehnerpotenzen von −5,22 ± 0,02 (p-
Benzochinon) bis −3,07 ± 0,03 (1,3-Hydrochinon).  
 
Innerhalb der Benzochinonderivate steigt der log EC50 mit steigender Anzahl an Substituenten. 
Zudem wird deutlich, dass Substituenten mit einem Sauerstoff mehr zu einer 
Toxizitätsminderung beitragen als Alkylsubstituenten. Da Alkyl- und Methoxysubstituenten 
einen unterschiedlichen elektronischen Charakter haben und somit verschiedene induktive 
Effekte auf das α,β-ungesättigte System ausüben, kann die sterische Beanspruchung eine 
mögliche Ursache sein. Der Austausch der Carbonylgruppe gegen Oxime führt zu einer 
Erhöhung des log EC50 um 1,32-log Einheiten. 
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Für alle Hydrochinonderivate, p-Benzochinon und 2,6-Dimethoxybenzo-1,4-chinon gibt es 
veröffentlichte log IGC50-Werte (Tab. 6). Im Falle der Benzochinonderivate und für 
Methoxyhydrochinon und 1,4-Hydrochinon sind diese unerwartet kleiner als die log EC50-
Werte, welche innerhalb dieser Arbeit ermittelt wurden (1,4-Hydrochinon: log IGC50= −3,47, 
log EC50= −3,14; Methoxyhydrochinon: log IGC50= −5,02, log EC50= −3,65; p-Benzochinon: 
log IGC50= −4,99, log EC50= −4,61; 2,6-Dimethoxybenzo-1,4-quinone: log IGC50= −5,33, log 
EC50= −5,22). Wie zuvor beschrieben, basieren die log EC50-Werte auf korrigierten 
Konzentrationen. Die log IGC50-Werte dagegen wurden in einem gasdurchlässigen Testsystem 
ermittelt, wobei die nominalen Konzentrationen zur Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-
Kurve verwendet wurden. Somit sollten die log IGC50-Werte größer sein als die log EC50-
Werte der vorliegenden Arbeit. Für 1,3-Hydrochinon (log IGC50 = −2,35, log EC50 = −3,07) 
trifft dies auch zu. Da jedoch kaum ein Konzentrationsverlust durch Sorption oder Flüchtigkeit 
auftreten dürfte, kann bisher nicht erklärt werden, wodurch es zu solchen Unterschieden 
kommt. Allein für 1,2-Hydrochinon sind die effektiven Konzentrationen gleich.  
    
Abbildung 10: log EC50−log Kow-Diagramm der Chinone nach einer Expositionszeit von 24 h. 
Die fünf Benzochinonderivate sind in dem Diagramm die schwarzen Kreise und 
die vier Hydrochinonderivate die weißen Kreise. Die Narkosebasisgerade 
(durchgezogene Linie, Glg. 28) sowie die Abgrenzung des Narkose- zum 
exzesstoxischen Bereich (mit log Te = 1) sind ebenfalls dargestellt. 
 
Wie aus der Tabelle 6 und der Abbildung 10 hervorgeht, sind alle getesteten Verbindungen 
exzesstoxisch, wobei die experimentellen EC50-Werte bis zu 11000-fach kleiner sind als mit 
dem Narkosemodell berechnet.  
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1,4-Benzochinon besitzt mit 11320 den höchsten Te (log Te = 4,1). Es hat vier mögliche 
elektrophile Angriffspunkte, die durch zwei in Konjugation stehende Carbonyle sehr 
elektronenarm sind. Die olefinischen Kohlenstoffe sind somit stark aktiviert. Ein Vergleich mit 
Methacrolein (log EC50 = −3,43 ± 0,04; log Te = 1,9) zeigt, dass durch die Anwesenheit einer 
zweiten ungesättigten Carbonylgruppe die Toxizitätserhöhung um das 2,2-fache gestiegen ist. 
Zwar besitzt Methacrolein eine elektronenschiebende Methylgruppe am α-C-Atom der 
olefinischen Bindung, jedoch kann man immer noch von einer zweifachen Erhöhung 
ausgehen. Die hohe Toxizitätserhöhung lässt die Vermutung zu, dass das 1,4-Benzochinon 
direkt mit Nukleophilen über eine 1,4-Michael-Addition und nicht vorrangig über eine 
Redoxzyklisierung reagiert. Wie zuvor schon erwähnt, wurden sehr hohe 
Reaktionsgeschwindigkeiten im GSH-Chemoassay detektiert, was die Annahme einer 1,4-
Michael-Addition bekräftigt.  
Unter den Benzochinonderivaten ist 1,4-Benzochinondioxim am wenigsten exzesstoxisch 
(Te = 38,0). Allein durch einen Austausch der Carbonylgruppen gegen Oxime verringert sich 
die Reaktivität um das 2,6-fache. Sauerstoff hat eine höhere Elektronegativität als Stickstoff 
(O: 3,5; N: 3,07). Das Stickstoffatom einer −C=N−OH-Gruppe ist durch den Elektronenzug 
des Sauerstoffs weniger elektronegativ. Dadurch sind wiederum der elektronegative Einfluss 
und die Polarisierung des Kohlenstoffatoms und der konjugierten olefinischen Bindungen 
geringer. Da Oxime mesomer elektronenschiebende Verbindungen sind, ist die Elektrophilie 
der reaktiven Zentren (β-C-Atome der Doppelbindung) im Vergleich zum 1,4-Benzochinon 
reduziert. 
2-Methoxybenzo-1,4-chinon ist die zweitreaktivste Verbindung der untersuchten 
Benzochinone (Te = 7922). Anscheinend reduziert die Methoxygruppe die logarithmierte 
Toxizitätserhöhung von 4,15 auf 3,9. Die Addition einer zweiten Methoxygruppe ortho zur 
selben Carbonylgruppe, wie in 2,6-Dimethoxybenzo-1,4-chinon vorhanden, reduziert die 
Reaktivität sogar auf 3,7. Ein Vergleich von Methacrylat (log EC50 = −3,73; log Te = 2,1 
(Tab.5)) mit 2-Methoxybenzo-1,4-chinon zeigt auch hier, dass eine zweite Carbonylgruppe in 
Konjugation zu einer zweiten olefinischen Bindung die Reaktivität der Verbindung um das 
1,8-fache und im Falle von 2,6-Dimethoxybenzo-1,4-chinon um das 1,7-fache erhöht.  
Die elektronenschiebenden Alkylsubstituenten des Thymochinons (log Te = 1,9) reduzieren 
den Te um mehr als 2,1 Zehnerpotenzen im Vergleich zu 1,4-Benzochinon. Zudem ist an 
beiden olefinischen Bindungen jeweils ein Substituent vorhanden, wodurch auch sterisch die 
nukleophile Addition gestört ist. 
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Unter den Hydrochinonderivaten ist 2-Methoxy-1,4-hydrochinon die reaktivste Verbindung 
(Te = 174) und somit um das Vierfache exzesstoxischer als 1,4-Hydrochinon. Diese Erhöhung 
der Reaktivität steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der Benzochinone, bei denen es zu 
einer Minderung der Te-Werte durch das Vorhandensein einer –OCH3-Gruppe kommt. Die 
Methoxygruppe ist ein elektronenschiebender Substituent, der die Elektronendichte der 
Kohlenstoffatome im Ring erhöht. Wie zuvor beschrieben oxidieren Hydrochinone zu den 
entsprechenden Benzochinonen, wonach sie direkt mit einem Nukleophil reagieren können. 
Während dieser Reaktion können auch ROS gebildet werden, die ebenfalls sehr reaktiv sind. 
Durch elektronenschiebende Substituenten wird die Oxidationsreaktion des elektronenreichen 
Hydrochinons begünstigt (Monks, 1992), wodurch das Ergebnis erklärt werden kann. Ein 
direkter Vergleich zum 2-Methoxybenzochinon zeigt jedoch, dass das Benzochinonderivat, 
welches um 1,6 Zehnerpotenzen exzesstoxischer ist, direkt reagiert, während das 
Hydrochinoderivat erst metabolisiert, und somit indirekt reaktiv ist. Es kann somit auch als 
proelektrophil bezeichnet werden.  
Dies wird auch für 1,4-Hydrochinon beobachtet, wobei die Differenz der logarithmierten 
Toxizitätserhöhungen 2,4 log-Einheiten zum para-Benzochinon beträgt.  
1,2-Hydrochinon (log Te = 2,0) ist ebenfalls reaktiver als das para-Isomer. 1,2-Hydrochinon 
oxidiert zu 1,2-Benzochinon. Bei diesem sind die zwei Carbonylgruppen ortho zueinander, 
wodurch der Elektronenzug auf die jeweiligen β-C-Atome im Ring erhöht wird und die 
Reaktion mit nukleophilen Biomolekülen aktiviert ist.  
1,3-Hydrochinon kann aufgrund der Anordnung der zwei Hydroxygruppen zueinander nicht zu 
einem Benzochinon oxidieren. Nichtsdestotrotz ist es mit einem Te = 23 exzesstoxisch. In der 
Literatur (Armstron, 1992; Kim, 1987) wird beschrieben, dass es zu einem 1,2,4-
Trihydroxybenzol metabolisiert und anschließend zum Hydroxy-1,4-benzochinon oxidiert 
werden kann, wobei auch hier eine Redoxzyklisierung abläuft.  
 
Die Ergebnisse der untersuchten Chinone lassen den Schluss zu, dass Substanzen nach ihren 
Toxizitätserhöhungen in zwei Gruppen eingeteilt werden können, die nach bestimmten 
Reaktionsmechanismen reagieren. Zusätzliche Befunde und nähere Erläuterungen sind der 
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5.5.1.4 Strukturalarme der α,β–ungesättigte Carbonyl– und Carboxylverbindungen 
 
Innerhalb dieser Arbeit wurden 26 α,β-ungesättigte Carbonyl- und Carboxylverbindungen und 
deren verwandte Hydrochinonstrukturen auf ihre toxische Wirkung im Wachstumshemmtest 
mit den Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL untersucht. Aus den erhaltenen Ergebnissen nach 
der Expositionszeit von 24 h können folgende allgemeingültiger Aussagen zur Toxizitäts-
Struktur-Beziehung aufgestellt werden: 
 • Erstens: Alle α,β-ungesättigten Carbonylverbindungen, die maximal ein Phenylring 
am β-C-Atom der olefinischen Bindung und einen sterisch unanspruchsvollen 
Substituenten am Carbonylkohlenstoff wie ein Amin oder eine Methoxygruppe 
besitzen, sind exzesstoxisch.  
 • Zweitens: Alle α,β-ungesättigten Carboxylverbindungen, die eine Doppelbindung in 
Konjugation zur Carbonylgruppe besitzen, sind exzesstoxisch, wenn die Alkylkette der 
Estergruppe kleiner ist als eine tert-Butylgruppe. Falls eine Dreifachbindung in 
Konjugation zu C=O steht, darf die Alkylkette nicht mehr als fünf C-Atome beinhalten.  
 • Drittens: Dreifachbindungen in Konjugation zum Carbonyl erhöhen die 
Toxizitätserhöhung um ein Vielfaches (Zimtaldehyde: ̣Δ logTe = 0,7; Carboxylate: 
Δ logTe = 1,7 – 1,8). 
 • Viertens: Elektronenziehende Substituenten am β-C-Atom oder an −C=O erhöhen 
die Toxizitätserhöhung und die Reaktivität. 
 • Fünftens: Mit steigender Anzahl der Kohlenstoffatome der Estergruppe in α,β-
ungesättigte Carboxylverbindungen sinkt der Te. 
 • Sechstens: Zwei α,β-ungesättigte Carbonylverbindungen in Konjugation zueinander, 
erhöhen die Toxizitätserhöhungen sehr stark (1,4-Benzochinon vs. Methacrolein: ̣Δ log 
Te = 2,2; 2-Methoxybenzo-1,4-chinon vs. Methacrylat: ̣Δ log Te = 1,8). Die Te-Werte 
sind sogar größer als von α,β-ungesättigte Carboxylverbindungen mit Dreifachbindung. 
 • Siebentens: Der Austausch der Carbonylgruppe gegen ein Oxim reduziert den Te-
Wert. 
 • Achtens: Proelektrophile Verbindungen, wie Hydrochinone, sind ebenfalls 
exzesstoxisch. Jedoch ist ihre Reaktivität im Vergleich zu den Benzochinon-Analoga 
um ein Vielfaches reduziert (2-Methoxybenzochinon vs. Methoxyhydrochinon: ̣Δ log 
Te = 1,7). Zudem sind ortho-Hydrochinone reaktiver als para-Hydrochinone. 
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Zu fast allen untersuchten Substanzen der in diesem Kapitel 5.5.1 vorgestellten 
Substanzklassen wurden Reaktionsgeschwindigkeiten im GSH-Chemoassay ermittelt und 
Struktur-Reaktivitäts-Beziehungen abgeleitet (Böhme, 2009, 2010 a,c). Die in dieser Arbeit 
vorstellten Struktur-Toxizitäts-Beziehungen entsprechen diesen und bestätigen den 
Zusammenhang der Toxizität und Reaktivität zum Glutathion.  
 
Aus den Te-Ergebnissen kann folgende Reaktivitätsreihenfolge der Grundstrukturen der α,β-
ungesättigte Carbonyl- und Carboxylverbindungen aufgestellt werden: Benzochinone > 
α,β-ungesättigte Carboxylate mit Dreifachbindung > α,β-ungesättigte Carboxylate mit 
Doppelbindung > Hydrochinone (= Proelektrophile, die zu Benzochinonen metabolisieren) > 
Zimtaldehyde.  
 
In Schema 23 ist der zugehörige Strukturalarm für erhöhte Toxizität dargestellt. Dieser stellt 
die allgemeinen Ableitungen über die Toxizität der α,β-ungesättigte Carbonyl- und 
Carboxylverbindungen, welche sich auf Strukturmerkmale der Verbindungen beziehen, 
graphisch dar. 








R1 = H   R2 = O-Alkyl (Alkyl < C5H9)
R1 = C6H5   R2 = H
R1 = C6H5, C6H4-Y  R2 = H, NH2, OCH3   R3 = H
R1 = H   R2 = O-Alkyl (Alkyl < tert-Butyl)  R3 = H
R1 oder R2 = α,β-ungesättigtes Sytem
 
Schema 23: Strukturalarm für α,β-ungesättigte Carbonyl- und Carboxylverbindungen, 
welches im Toxizitätstest mit den Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL einen Te > 
10 (Glg. 4) aufweist, wobei nur die Substituenten Rx (x = 1,2,3) in der gezeigten 
Konstellation auftreten dürfen. Y bedeutet elektronenziehende Gruppe, C6H5 ist 
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5.5.2 Heterozyklische Verbindungen 
 
5.5.2.1 Dreiring-Heterozyklen  
 
Ähnliche Ergebnisse für die Toxizitätsuntersuchung der heterozyklischen Dreiringe wurden 
für eine Expositionszeit von 48 h ermittelt und veröffentlicht (Schramm, 2011).  
 
Die heterozyklischen Dreiringe sind im Vergleich zu den entsprechenden offenkettigen 
Verbindungen reaktiv. Grund hierfür sind die hohe Ringspannung und die polarisierten 
Bindungen, welche durch die hohe Elektronegativität des Heteroatoms hervorgerufen werden. 
Die Ringspannung resultiert aus der Baeyer-Spannung (Winkelspannung) und der Pfitzer-
Spannung (Torsions-Spannung) der nicht ideal gestaffelten Konformationen der Substituenten 
an den Kohlenstoffatomen (Vollhardt, 2000). Beide Spannungen destabilisieren die Struktur, 
welche in dem Schema 24 dargestellt ist. Durch den negativen induktiven Effekt des 
Heteroatoms sind die Kohlenstoffatome des Rings elektrophil und für einen nukleophilen 
Angriff aktiviert, welcher eine Ringöffnung bewirkt. 
     
Z
R4R1
R2 R3 Z = Heteroatom
R = H, organischer Substituent 
 
Schema 24: Grundstruktur der Dreiring-Heterozyklen, wobei das Heteroatom Z ein Sauerstoff 
(Oxiran), Stickstoff (Aziridin) oder Schwefelatom (Thiiran) ist.   
 
Zu den heterozyklischen Dreiringen zählen Oxiran-, Thiiran und Aziridinderivate. Die 
zyklische Struktur ist in Peptiden, Zuckern und Fettsäuren in Pflanzen, Insekten und 
Mirkoorganismen zu finden (Meijer, 1988). Zudem werden verschiedene Verbindungen in 
vivo durch Enzyme des oxidativen Metabolismus epoxidiert (Marquardt, 2004), wodurch erst 
reaktive toxische Verbindungen entstehen. Weiterhin kommen die Verbindungen in der 
Synthese von landwirtschaftlich eingesetzten Chemikalien, von Kosmetika, Polymeren und 
Verbundwerkstoffen vor. Oxirane werden auch zur Begasung von Lebensmitteln eingesetzt 
(Toxnet, 2012).  
Es ist bekannt, dass einige heterozyklische Dreiringe Dermatitis verursachen (Mackison, 
1981). Durch die SN2-Reaktion wirken diese Heterozyklen alkylierend. Dies konnte in In-
vitro-Untersuchungen in Reaktionen mit Nukleosiden gezeigt werden (Solomon, 1988). Durch 
diese Reaktion besitzen einige heterozyklischen Dreiringe mutagene (Ehrenberg, 1981; Canter, 
1986; Adam, 1993; Harder, 2003) und kanzerogene Aktivität (IARC, 1976; Djuric, 1984, 
- 83 - 
Ergebnisse & Diskussion 
IRIS, 2000). Zudem sind sie proteintoxisch (Fraenkel-Conrat, 1944), was dazu führt, dass sie 
hautsensibilisierend sind (Niklasson, 2009) und auf Haut, Schleimhäute und Augen reizend 
wirken (Clayton, 1981). Es gibt vereinzelte Untersuchungen zur aquatischen Toxizität dieser 
Substanzen, wobei viele Oxiranderivate als exzesstoxisch und reaktiv eingestuft wurden 
(Harder, 2003; Deneer, 1988; Lipnick, 1987; Niederer, 2004; Blaschke, 2010). 
 
Die heterozyklischen Dreiringe reagieren unter neutralen Bedingungen mit Nukleophilen nach 
einer bimolekularen nukleophilen Substitution (SN2) unter Ringöffnung (Schema 25). In 
diesem einstufigen Mechanismus sind die Kohlenstoffatome die elektrophilen Zentren, an 
denen je nach Substitutionsgrad das Nukleophil angreift. Die Addition des Nukleophils ist 
zudem der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, nachdem ein trigonal bipyrimidaler 
Übergangszustand gebildet wird. In diesem ist das C-Atom sp²-hybridisiert und die 
unbeteiligten Liganden befinden sich in einer Ebene. Durch die hohen sterischen 
Wechselwirkungen der unbeteiligten Substituenten, den hohen energetischen Zustand des 
Übergangszustandes sowie durch den ungewöhnlichen Zustand, dass das Kohlenstoffatom 
fünffach koordiniert ist, wird die Abgangsgruppe schnell abgespalten. Die Annäherung des 
Nukleophils und die Abspaltung der Abgangsgruppe erfolgen dabei simultan. Da eine Seite 
des Substrates durch die Abgangsgruppe blockiert ist, kann das Nukleophil nur von der 
gegenüberliegenden Seite angreifen. Es kommt zu einer Inversion der Konfiguration 
















Schema 25: Bimolekulare nukleophile Substitution (SN2) mit Ringöffnung als möglicher 
Reaktionsweg der heterozyklischen Dreiringe, Z repräsentiert die möglichen 
Heteroatome Stickstoff, Sauerstoff und Schwefel 
 
Unter sauren Bedingungen können Dreiring-Heterozyklen auch nach einer zweistufigen 
unimolekularen nukleophilen Substitutionsreaktion (SN1) reagieren. Jedoch ist eine SN2-
Reaktion mit anschließender Ringöffnung unter physiologischen Bedingungen 
wahrscheinlicher. 
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Da im Organismus viele nukleophile Seitenketten verschiedener Peptide, Proteine oder 
Nukleinsäuren zu finden sind, können elektrophile Verbindungen leicht mit den Biomolekülen 
irreversibel reagieren und somit eine toxische Wirkung hervorrufen.  
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In dieser Arbeit wurden 15 Oxiran- und zwei Thiiranderivate auf ihre Wirkung im 
Wachstumshemmtest nach einer Expositionszeit von 24 h untersucht. In Tabelle 7 und 8 sind 
diese mit den zugehörigen physikochemischen Parametern, den fraktionellen Anteilen in den 
jeweiligen Phasen, den ermittelten log EC50- und log Te-Werten und die Hill Anstiegen der 
Konzentrations-Wirkungs-Kurven aufgelistet.  
 
Die untersuchten Verbindungen lassen sich nach der Art der Substituenten in die folgenden 
zwei Gruppen einteilen: Dreiringe mit aliphatischen und nichtaliphatischen Substituenten. Zur 
ersteren Gruppe zählen sieben Oxiran- und zwei Thiiranderivate. Die zweite Gruppe umfasst 
acht Oxiranverbindungen. Im Folgenden werden die Ergebnisse der zwei Gruppen separat 
ausgewertet. 
 
Oxirane und Thiirane mit aliphatischen Substituenten 
Aus Tabelle 7 ist zu entnehmen, dass die neun Substanzen mit einer maximalen Fraktion in der 
Gasphase von fg < 68,2 % (1,2-Epoxydodekan) als flüchtig einzustufen sind. Die 
Konzentrationsminderung durch Sorptionsprozesse steigt mit zunehmender Hydrophobie auf 
bis zu 30,9 % (1,2-Epoxydodekan) an. Der log Kow deckt einen Bereich von 0,37 (1,2-
Propylenoxid) bis 4,79 (1,2-Epoxydodekan) ab und ist somit 4,5 log-Einheiten groß. Die 
ermittelten Toxizitäten erstrecken sich dagegen nur über 2,5 log-Einheiten von −5,12 ± 0,03 
(1,2-Epoxydodekan) bis −2,32 ± 0,02 (1,2-Propylenoxid), wobei der log EC50 mit steigender 
Anzahl und Kettenlänge der Substituenten kontinuierlich sinkt. Wie in Kapitel 3.4 
beschrieben, sollten Toxizität und Hydrophobie für Narkotika einen linearen Zusammenhang 
besitzen. Bei den untersuchten Substanzen ist hier schon zu erkennen, dass mit steigender 
Hydrophilie die Abweichung der experimentellen Toxizitätswerte gegenüber den berechneten 
log EC50 (Glg. 28) ansteigt. Die hydrophilen Verbindungen reagieren vermutlich über einen 
reaktiven SN2-Mechanismus (Schema 25). Thiiran (log EC50 = −3,16 ± 0,07) und 1,2-
Propylensulfid (log EC50 = −3,20 ± 0,07) sind um das zehnfache toxischer als 1,2-
Propylenoxid (log EC50 = −2,32 ± 0,02). Dies ist wahrscheinlich in der höheren Hydrophobie 
begründet. Die Differenz der log Kow-Werte beträgt 0,85-Einheiten.  
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Abbildung 11: Toxizität der heterozyklischen Dreiringe mit aliphatischen Substituenten als 
Funktion der Hydrophobie nach einer Expositionszeit von 24 h, welche sieben Oxiran- 
(schwarze Kreise) und zwei Thiiranderivate (weiße Kreise) beinhalten. Die 
Narkosebasisgerade (durchgezogene Linie, Glg. 28) sowie die Abgrenzung des narkotischen 
zum exzesstoxischen Bereichs mit log Te = 1 sind ebenfalls dargestellt. 
Die Ergebnisse sind in einer Gegenüberstellung von log EC50 und log Kow in der Abbildung 11 
dargestellt. Für die graphische Darstellung und Abgrenzung des Narkosebereiches wurden die 
Narkosebasisgerade (durchgezogene Linie) nach der Gleichung 28 und ein log Te = 1 (Glg. 4) 
verwendet.  
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Schema 26: Strukturen der Heterozyklische Dreiringe (Tab. 7): 1A) 1,2-Propylenoxid, 2A) 
Thiiran, 3A) 2-Methyl-1,2-epoxypropan, 1B) 1,2-Epoxybutan, 2B) 1,2-
Propylensulfid, 3B) 1,2-Epoxy-3-methylbutan, 1C) 1,2-Epoxyhexan, 2C) 1,2-
Epoxyoktan, 3C) 1,2-Epoxydodecan, 1D) Allyl-2,3-epoxypropylether, 2D) 2,3-
Epoxypropylisopropylether, 3D) Butyl-2,3-epoxypropylether, 1E) (2,3-
Epoxypropyl)-methacrylat, 2E) Epoxystyrol, 3E) 2,3-Epoxypropylphenylether, 
1F) 2,3-Epoxy-3-phenylpropionsäureethylester, 2F) Chalcon-α,β-epoxid  
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Tabelle 7: Übersicht über die getesteten heterozyklischen Dreiringe mit aliphatischen Substituenten, deren substanzspezifischen Parameter log Kow, 























1,2-Propylenoxid 1A 75-56-9 0,37 12,62 6,19 0,00 93,81 −2,32 ± 0,02 4,7 ± 1,0 1,00 
Thiiran 2A 420-12-2 0,81 n.b. 23,64 0,00 76,36 −3,16 ± 0,07 1,1 ± 0,2 1,45 
2-Methyl-1,2-epoxypropan 3A 558-30-5 0,83 6,36 16,93 0,10 82,99 −2,51 ± 0,08 1,3 ± 0,2 0,78 
Epoxybutan 1B 106-88-7 0,86 12,62 14,75 0,33 84,97 −2,42 ± 0,04 1,8 ± 0,3 0,66 
Propylensulfid 2B 1072-43-1 1,22 n.b. 29,45 3,13 68,34 −3,20 ± 0,07 1,4 ± 0,3 1,12 
1,2-Epoxy-3-methylbutan 3B 1438-14-8 1,28 10,98 21,46 3,60 75,71 −2,51 ± 0,07 1,3 ± 0,2 0,38 
1,2-Epoxyhexan 1C 1436-34-6 1,85 12,62 26,75 8,04 67,36 −2,88 ± 0,04 1,3 ± 0,1 0,24 
1,2-Epoxyoctan 2C 2984-50-1 2,83 12,62 39,79 15,68 50,77 −3,68 ± 0,07 1,5 ± 0,3 0,17 
1,2-Epoxydodecan 3C 2855-19-8 4,79 12,62 68,16 30,94 21,99 −5,12 ± 0,03 5,0 ± 1,0 −0,13 
a Die log Kow-Werte wurden mithilfe der EpiSuite v3.20 (EPA, 2009) Datenbank ermittelt. Die Hydrolyse-Halbwertszeiten bei einem pH von 7 wurden ebenfalls mit einem 
Chemprop Software Model bestimmt (ChemProp, 1997); n.b. bedeutet, dass keine Werte bestimmt werden konnten. Die Fraktionen fg, fs und fw wurden mithilfe der Gleichungen 
13, 24 und 25 bestimmt. EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der Verbindung, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert 
wurden. Die Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichungen 28 korrigiert. Hill Anstieg ist der Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Glg. 17).  
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Wie aus Tabelle 7 und Abbildung 11 hervorgeht, sind nur Thiiran (log Te = 1,5), 1,2-
Propylensulfid (log Te = 1,1) und 1,2-Propylenoxid (log Te = 1,0) exzesstoxisch. Die Dreiringe 
mit einem Schwefelatom haben höhere Toxizitätserhöhungen als die sauerstoffhaltigen Ringe. 
Eigentlich sollten heterozyklische Dreiringe mit einem Sauerstoffatom toxischer und reaktiver 
sein als Ringe mit einem Schwefelatom. Thiiranderivate besitzen kleinere Ringspannungen (83 
vs. 114 kJ/mol) (Eicher, 2003) und das S-Atom ist weniger elektronegativ als ein 
Sauerstoffatom, was wiederum zu einer niedrigeren Polarisierung der C-Atome führt. Dies 
scheint jedoch durch die Art der Abgangsgruppe ausgeglichen zu werden. RS− ist die bessere 
Abgangsgruppe, da es die negative Ladung besser stabilisiert. 
Alle anderen heterozyklischen Dreiringe mit einem aliphatischen Substituenten besitzen 
Toxizitätserhöhungen im Narkosebereich (Te < 10). Bei einem Vergleich der Verbindungen 
1,2-Propylenoxid, 1-Epoxybutan, 1,2-Epoxyhexan, 1,2-Epoxyoktan und 1,2-Epoxydodekan 
wird deutlich, dass mit steigender Anzahl an C-Atomen in der Alkylkette der log EC50 sinkt. 
Jedoch sinkt auch die Toxizitätserhöhung. Der Toxizitätsanstieg ist auf die ansteigende 
Hydrophobie zurückzuführen. In früheren Untersuchungen (Deneer, 1988; Lipnick, 1987; 
Blaschke, 2010) zur aquatischen Toxizität verschiedener Chemikalien wurde dieses Phänomen 
der sinkenden Toxizitätserhöhungen mit ansteigender Hydrophobie ebenfalls registriert. Die 
Toxizität scheint für hydrophobe Stoffe im Narkosebereich vorzuliegen und sich der Narkose-
Geraden anzugleichen.  
Die hier getesteten Chemikalien wurden auch schon mit anderen Spezies auf deren Wirkung 
untersucht (Deneer, 1988; Lipnick, 1987; Blaschke, 2010). Ein Interspeziesvergleich 
verdeutlicht, dass die Fische Poecilia reticulata sensitiver auf den reaktiven Mechanismus der 
Oxirane reagieren als die Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL. In diesem aquatischen 
Toxizitätstest mit Fischen (Deneer, 1988) wurden log Te-Werte von 1,0 bis 1,9 für 1,2-
Epoxyhexan, 1,2-Epoxybutan and 1,2-Propylenoxid ermittelt während mit den Ciliaten log Te-
Werte von 0,23 bis 1,0 bestimmt wurden. Tetrahymena pyriformis GL ist jedoch sensitiver als 
die Leuchtbakterien Vibrio fischeri. Bei diesen ist 1,2-Propylenoxid nicht exzesstoxisch 
(Blaschke, 2010).  
Wie zuvor schon beschrieben, ist die bimolekulare nukleophile Substitution mit 
anschließender Ringöffnung des Heterozyklus regioselektiv. Der nukleophile Angriff findet 
aus sterischen Gründen bevorzugt am weniger substituierten C-Atom des Dreiringes statt. 
Jedoch auch die Größe bzw. Alkylkettenlänge des Substituenten am C-Atom, welches nicht 
direkt an der Reaktion beteiligt ist, hat einen großen Einfluss auf den log Te. Die Differenz 
zwischen 1,2-Propylenoxid und 1,2-Epoxybutan sowie zwischen Thiiran und 1,2-
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Propylensulfid ist ∆ log Te = 0,4. In beiden Fällen unterscheidet die Verbindungen allein eine 
Methylgruppe. Die Toxizitätserhöhungen der heterozyklischen Dreiringe, welche auch als 
Maß für die Reaktivität der Verbindungen gesehen werden kann (Deneer, 1988), reagieren 
sehr empfindlich auf sterische Einflüsse.  
 
Oxirane mit nicht-aliphatischen Substituenten 
In dieser Arbeit wurden acht Oxirane mit nicht-aliphatischen Substituenten getestet. Aus der 
Tabelle 8 ist zu entnehmen, dass die Substanzen als nicht flüchtig einzustufen sind 
(fg < 1,56 %). Die nominale Konzentration wird dagegen um bis zu 19,8 % durch 
Sorptionsprozesse an Mediumbestandteile oder Zelldebris gemindert. Nahezu drei 
Zehnerpotenzen decken die log Kow-Werte ab (Allyl-2,3-epoxypropylether: 0,45; Chalcon-α,β-
epoxid: 3,36). Der log EC50-Bereich erstreckt sich dagegen nur über 1,45 log Einheiten (2,3-
Epoxypropylisopropylether:  −2,59 ± 0,06; Epoxystyrol: −4,04 ± 0,01). Die Toxizitäten der 
Substanzen mit einer Ethergruppe als Substituent, der maximal nur eine ungesättigte Bindung 
hat, liegen um einen log EC50 von ca. −2,7. Die anderen Substanzen, deren Substituenten 
mindestens aus einem Aromaten oder einer Carbonylgruppe bestehen, besitzen log EC50-Werte 
oberhalb von −3,2 und sind somit um 0,5 log-Einheiten toxischer. 
          
Abbildung 12: Toxizität der acht heterozyklischen Dreiring mit nicht-aliphatischen 
Substituenten (schwarze Kreise) als Funktion der Hydrophobie nach einer 
Expositionszeit von 24 h. Die Narkosebasisgerade (durchgezogene Linie, Glg. 28) 
sowie die Abgrenzung des narkotischen zum exzesstoxischen Bereichs mit log 
Te = 1 sind ebenfalls dargestellt. 
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Tabelle 8: Übersicht über die getesteten heterozyklischen Dreiringe mit nicht-aliphatischen Substituenten, deren substanzspezifischen Parameter, 
wie log Kow, Hydrolysehalbwertszeit t1/2, die Fraktionen in den einzelnen Phasen fg, fs und fw, sowie die experimentell bestimmten Toxizitäten nach 






















Allyl-2,3-epoxypropylether 1D 106-92-3 0,45 n.b. 0,26 0,00 99,74 −2,60 ± 0,02 8,6 ± 3,5 1,21 
2,3-Epoxypropylisopropylether 2D 4016-14-2 0,52 12,71 0,35 0,00 99,65 −2,59 ± 0,06 2,0 ± 0,4 1,14 
Butyl-2,3-epoxypropylether 3D 2426-08-6 0,63 n.b. 0,46 0,00 99,54 −2,81 ± 0,05 1,3 ± 0,2 1,26 
(2,3-Epoxypropyl)-methacrylat 1E 106-91-2 0,81 1045,5 0,03 0,00 99,97 −3,26 ± 0,06 1,4 ± 0,3 1,55 
Epoxystyrol 2E 96-09-3 1,59 1,24 1,56 6,02 92,52 −4,04 ± 0,01 10,1 ± 2,7 1,64 
2,3-Epoxypropylphenylether 3E 122-60-1 1,61 12,71 0,08 6,17 93,75 −3,65 ± 0,03 1,4 ± 0,1 1,22 
2,3-Epoxy-3-phenylpropionsäureethylester 1F 121-39-1 2,55 293,30 0,02 13,49 86,49 −3,82 ± 0,05 1,9 ± 0,3 0,56 
Chalcon-α,β-epoxid 2F 5411-12-1 3,36 9,36 0,00 19,80 80,19 −3,95 ± 0,06 1,5 ± 0,3 −0,03 
a Die log Kow-Werte wurden mithilfe der EpiSuite v3.20 (EPA, 2009) Datenbank ermittelt. Die Hydrolyse-Halbwertszeiten bei einem pH von 7 wurden ebenfalls mit einem 
Chemprop Software Model bestimmt (ChemProp, 1997); n.b. bedeutet, dass keine Werte bestimmt werden konnten. Die Fraktionen fg, fs und fw wurden mithilfe der Gleichungen 
13, 24 und 25 bestimmt. EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der Verbindung, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert 
wurden. Die Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichungen 28 korrigiert. Hill Anstieg ist der Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Glg. 17).  
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Aus Abbildung 12 wird deutlich, dass ab einem log Kow > 1,8 die Verbindungen nicht mehr 
exzesstoxisch sind. Dies betrifft 2,3-Epoxy-3-phenylpropionsäureethylester (log Te = 0,6) und 
Chalcon-α,β-epoxid (log Te = −0,03). Beide Substanzen besitzen an beiden Kohlenstoffatomen 
des Dreiringes einen Substituenten, wodurch sie für einen nukleophilen Angriff sterisch nicht 
mehr leicht zugänglich sind und die Reaktivität stark herabgesetzt wird. Die Substituenten 
beider Substanzen sind reaktive Seitenketten, aus denen durch eine Reaktion mit einer 
endogenen Aminogruppe am Carbonylkohlenstoff eine Schiff’sche Base gebildet werden 
könnte (Blaschke, 2010). Im Wachstumshemmtest mit Tetrahymena pyriformis GL sind die 
dominierenden Interaktionen jedoch die narkotischen Wechselwirkungen. Im Vibrio fischeri 
Biotest dagegen ist es schon vorstellbar, dass Schiff’sche Basen gebildet werden, da hier eine 
erhöhte Reaktivität detektiert und ein log Te von ca. 1,6 ermittelt wurde (Blaschke, 2010). 
Epoxystyrol ist mit Te = 43,2 die reaktivste Verbindung der heterozyklischen Dreiringe. Wie 
zuvor beschrieben, ist die Toxizitätserhöhung dieser Verbindungen sehr sensitiv gegenüber 
einer sterischen Abschirmung der C-Atome. Ein aromatischer Ring ist sterisch sehr 
anspruchsvoll. Nichtsdestotrotz ist Epoxystyrol reaktiv. Dies kann verschiedene Ursachen 
haben. Zum einen kann eine mesomere Stabilisierung des Übergangszustandes die 
Aktivierungsenergie der Reaktion herabsetzen (Schema 27 A) und somit die nukleophile 
Substitution am Kohlenstoff des Epoxidringes aktivieren. Zum anderen kann der aromatische 
Ring als Wasserstoffbrückenbindungsakzeptor fungieren und somit ebenfalls die 
Übergangszustandsenergie reduzieren (Schema 27 B). Zudem ist die berechnete Halbwertszeit 
der Hydrolyse 1,24 d. Die Expositionszeit des Wachstumshemmtests betrug für die 
vorgestellten Ergebnisse 24 h. Somit findet schon während des Tests theoretisch eine 
Hydrolyse statt. Die freie Konzentration in der wässrigen Phase, die für die Wirkung auf die 
Ciliaten verantwortlich ist, könnte somit weiter reduziert sein als mit Hilfe der Gleichungen 
13, 24 und 25 berechnet und in der Tabelle 8 angegeben werden konnte. Somit könnte auch 
die Toxizitätserhöhung höher sein als bisher diskutiert.  
 
Die vier heterozyklischen Dreiringe mit einer Ethergruppe als Substituent besitzen alle einen 
log Te von ca. 1,2 (Allyl-2,3-epoxypropylether: 1,2; 2,3-Epoxypropylisopropylether: 1,1; 
Butyl-2,3-epoxypropylether: 1,3; 2,3-Epoxypropylphenylether: 1,2). Durch den negativen 
induktiven Effekt des –CH2-OR Substituenten wird die Elektronendichte der Ringkohlenstoffe 
abgezogen. Diese werden elektrophiler und somit innerhalb einer nukleophilen Substitution 
reaktiver.  
 

































Schema 27: Mögliche reaktive Reaktionswege des Epoxystyrols als Grund für die beobachtete 
hohe Toxizitätserhöhung: (A) SN2-Ringöffnungsreaktion, bei der ein 
Gleichgewicht der tautomeren Übergangszustände vorliegt und in diesen die 
negative Ladung delokalisiert ist; (B) die Energie des Übergangszustandes wird 
durch Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen einem H-
Brückendonor der Proteinseitenkette und dem aromatischen Ring als H-
Brückenakzeptor herabgesetzt und die Reaktion begünstigt. 
 
Im Wachstumshemmtest mit Vibrio fischeri hatten diese Verbindungen keine einheitliche 
Reaktivität. 2,3-Epoxypropylphenylether sowie Allyl-2,3-epoxypropylether waren reaktiver. 
In dieser Veröffentlichung wurde vermutet, dass zusätzlich reaktive Mechanismen ablaufen 
könnten (Blaschke, 2010). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestätigt 
werden. Die Ursache für die unterschiedlichen Ergebnisse ist bisher unklar. 
Die zweitreaktivste Verbindung der heterozyklischen Dreiringe ist (2,3-Epoxypropyl)-
methacrylat (log Te = 1,6). Die Toxizität dieser Verbindung ist 36-mal größer als mit dem 
Narkosemodell berechnet. Diese Verbindung besitzt ebenfalls einen –CH2-OR Substituenten. 
R ist in diesem Fall jedoch eine α,β-ungesättigte Carbonylgruppe, die eine zusätzliche 
Reaktion innerhalb einer 1,4-Michael-Addition eingehen kann. Diese Verbindung hat somit 
zwei reaktive elektrophile Zentren. Die Differenzen der log Te-Werte mit den zuvor 
besprochenen Oxiranverbindungen betragen 0,3 log-Einheiten. Es ist davon auszugehen, dass 
der −I-Effekt des Substituenten nicht allein für die erhöhte Toxizität verantwortlich ist, 
sondern zusätzlich eine 1,4-Michael-Addition stattfindet (Blaschke, 2010; Schramm, 2010) 
(Schema 28). 
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Schema 28: 1,4-Michael-Additionsreaktion des (2,3-Epoxypropyl)-methacrylat, wobei nach 
einer Keto-Enol-Tautomerie als Reaktionsprodukt das Keton resultiert 
 
Strukturalarm der heterozyklischen Dreiringe   
Aus den Ergebnissen der vorangegangenen Unterkapitel können folgende allgemeine 
Aussagen über die Toxizität der heterozyklischen Dreiringe abgeleitet werden. 
 • Erstens: Es ist sehr wahrscheinlich, dass Oxirane und Thiirane mit mindestens einem 
unsubstituierten Kohlenstoff im Ring einen Te > 10 besitzen. Ausgenommen sind 
Verbindungen mit einer längeren Alkylkette. Die Anzahl der Kohlenstoffatome, die in 
der Alkylkette enthalten sein darf, variiert innerhalb der Spezies. Während 
Tetrahymena pyriformis GL sehr sensibel reagiert und nur eine Methylgruppe 
vorhanden sein darf, kann im Biotest mit Poecilia reticulata die Alkylkette aus vier 
Kohlenstoffatomen bestehen (Deneer, 1988). Im Test mit Vibrio fischeri ist dagegen 
selbst 1,2-Propylenoxid nicht mehr exzesstoxisch (Blaschke, 2010). 
 • Zweitens: Substituenten die ein Heteroatom beinhalten, welches nahe am Ring 
gebunden ist oder in Konjugation zum Ring steht, aktivieren durch elektronenziehende 
Effekte die nukleophile Substitution mit anschließender Ringöffnung. Das zweite 
Kohlenstoffatom des Rings muss dabei jedoch unsubstituiert sein. In dieser Arbeit 
betrifft dies die Verbindungen Allyl-2,3-epoxypropylether, 2,3-
Epoxypropylisopropylether, Butyl-2,3-epoxypropylether, 2,3-Epoxypropylphenylether 
und (2,3-Epoxypropyl)-methacrylat, welche alle den gemeinsamen Substituenten 
−CH2−O−R besitzen. Eine Glycidolgruppe (−CH2−OH) oder ein zweiter 
heterozyklischer Dreiring (1,3-Butadiendiepoxide) sind mit einem Te von 692 und 6275 
ebenfalls erhöht toxisch im Fisch-Biotest (Deneer, 1988). 
 • Drittens: Reaktive Mechanismen können durch die Stabilisierung des Intermediats 
gefördert werden, wodurch höhere Te-Werte resultieren. Hier wären beispielsweise die 
benzylische Stabilisierung (Mesomerie) oder die Bildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Phenylsubstituenten im Falle des Epoxystyrols 
zu nennen.  
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 • Viertens: Über reaktive Seitenketten können die Verbindungen zusätzlich andere 
toxische Reaktionen mit endogenen Biomolekülen eingehen. Diese sollten allerdings 
reaktiver als die SN2-Reaktion sein. Für 2,3-Epoxy-3-phenylpropionsäureethylester und 
Chalcon-α,β-epoxid wurden nur Toxizitäten im Narkosebereich ermittelt. Im Vergleich 
zu Vibrio fischeri (Blaschke, 2010) reagiert Tetrahymena pyriformis GL anscheinend 
weniger empfindlich auf die mögliche Bildung der Schiff’schen Base.   
 
Diese allgemeinen Aussagen über die Toxizität und über die chemische Reaktivität der 
Oxirane und Thiirane beziehen sich auf Strukturmerkmale der Verbindungen. In dem Schema 
29 ist der zugehörige Strukturalarm für erhöhte Toxizität dargestellt.  
         
Z = O, S






Schema 29: Strukturalarm der heterozyklischen Dreiringe, welches im Toxizitätstest mit den 
Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL einen Te > 10 (Glg. 4) aufweist, wobei das 
Heteroatom Z ein Sauerstoff- (Oxirane) oder ein Schwefelatom (Thiirane) ist; Y 




Die heterozyklischen Vierringe spielen in der Synthese- und Polymerchemie eine große Rolle 
(Yan, 2000; Moussa, 1993). Durch natürliche Derivate wie beispielsweise β-Lactame, die als 
Antibiotika eingesetzt werden, ist diese Stoffklasse in das Interessenfeld der 
Wirkstoffentwicklung gerückt (Römpp, 2012). Wie in den Dreiringen sind in den gesättigten 
heterozyklischen Vierringen die Kohlenstoffatome sp3-hybridisiert. Da die Bindungswinkel 
von dem idealen Bindungswinkel von 109° abweichen, besitzen diese Ringe eine relativ hohe 
Ringspannung, die jedoch niedriger sein sollte als die der Dreiringe. In den Oxetan-Derivaten 
liegt eine Ringspannung von 106,3 kJ/mol vor (Houben, 1955). Sie ist nur 7,7 kJ/mol geringer 
als die der Oxiranderivate. Grund für diesen geringen Unterschied ist die nahezu planare 
Konformation des Moleküls. In den Vierringen ragt zur Spannungsminimierung ein Atom aus 
der Ebene der drei anderen Ringmoleküle heraus. Dieser Prozess wird auch ring-puckering 
genannt. Die Aktivierungsenergie, welche aufgebracht werden muss, um ein Atom des Ringes 
aus der Ebene zu heben, ist bei den Oxetanmolekülen sehr gering. Somit findet ein ständiges 
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Umklappen des Ringes statt. Durch die schnelle Inversion der Konformation bleibt die 
Pfitzerspannung hoch und das Molekül kann als planar angesehen werden. Die Reaktivität der 
Oxetane sollte somit nur geringfügig geringer sein als die der Oxirane.  









Schema 30: Grundstrukturen der heterozyklischen Vierringe Oxetan (O-Ring), Thietan (S-
Ring) und Azetidin (N-Ring) sowie deren Konformationswinkel (Houben, 1955) 
 
Aus nasschemischen Untersuchungen ist bekannt, dass Oxetane um ein Vielfaches unreaktiver 
sind als ihre dreigliedrigen Analoga. Die nukleophile Ringöffnung verläuft unter basischen 
Bedingungen um drei Größenordnungen langsamer ab als bei Oxiranen (Lajunen, 1994). Die 
Reaktion mit Nukleophilen erfordert in der Nasschemie oft die Anwesenheit einer starken 
Säure (Burckhard, 2010), weshalb unter diesen Bedingungen die Vierring nach einer 
unimolekularen nukleophilen Substitution reagieren. Die Oxetanderivate sind unter den 
zyklischen Ethern die besseren Wasserstoffbrückenbindungakzeptoren (West, 1964).  
Thietanderivate liegen in einer Sesselkonformation vor, was zu einer Verringerung der 
Ringspannung (80 kJ/mol) führt (Houben, 1955). Auch für diese Verbindungen ist aus 
nasschemischen Untersuchungen bekannt, dass die Reaktivität dieser Verbindungen gegenüber 
Nukleophilen um einiges geringer ist als die der Thiirane.   
Azetidinderivate sind stabile Verbindungen, die wenig reaktiv sind. Im Vergleich zu den 
Dreiringanaloga benötigen sie saure Bedingungen, um eine Ringöffnungsreaktion einzugehen 
(Houben, 1955), weshalb auch sie nach einer SN1-Reaktion reagieren.  
 
Falls die heterozyklischen Vierringe unter physiologischen Bedingungen eine Reaktion mit 
endogenen Biomolekülen eingehen, wird diese nach einer nukleophilen Substitutionsreaktion 
verlaufen. Dies kann zum einen ein bimolekularer einstufiger Mechanismus sein, bei dem nach 
einem nukleophilen Angriff die Spaltung der polarisierten Kohlenstoff-Heteroatombindung 
und damit eine Ringöffnung erfolgt (Schema 31A). Und zum anderen kann ein unimolekularer 
zweistufiger Mechanismus dominieren, bei dem der Ring nach der Protonierung des 
Heteroatoms geöffnet wird und im zweiten Schritt das Nukleophil bindet (Schema 31B). 
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Schema 31: A) Bimolekulare nukleophile Substitutionsreaktion der heterozyklischen 
Vierringe unter neutralen bis leicht basischen Bedingungen B) Unimolekulare 
nukleophile Substitution der heterozyklischen Vierringe unter leicht sauren 
Bedingungen, wobei Z für ein Stickstoff-, Sauerstoff, oder Schwefelatom steht 
und Nu eine nukleophile Gruppe eines Biomoleküls repräsentiert 
 
Bisher ist leider nicht viel über die pharmakologischen Eigenschaften der heterozyklischen 
Vierringe bekannt. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass einige Oxetanderivate 
anästhetisch und krampflösend wirken (Wuitschik, 2008). In Mutagenitätsstudien (Gomez-
Bombarelli, 2010) konnte gezeigt werden, dass Oxetane im Gegensatz zu Oxiranen keine 
mutagene Wirkung besitzen. Weiterhin wurde demonstriert, dass sie nur unter sauren 
Bedingungen und nur sehr langsam im NBP-Chemoassay reagieren (Gomez-Bombarelli, 
2010). Der NBP-Assay (Thaens, 2012) ist ein sehr sensitiver Assay, um alkylierende Agenzien 
zu detektieren und so genotoxische Substanzen zu identifizieren. Für Thietane sind 
gleichwertige Ergebnisse anzunehmen, sie wurden jedoch bisher nicht dahingehend 
untersucht. Azetidine sind dagegen karzinogen (Toxnet, 2012). 
     
Schema 32: Strukturen der Heterozyklische Vierringe (Tab.9): 1A) 3-Methyl-3-
oxetanmethanol, 2A) Oxetan, 3A) Azetidin, 4A) Thietan, 1B) 3,3-Dimethyloxetan 
 
Da bisher nur sehr wenige Untersuchungen zur toxischen Wirkung der heterozyklischen 
Vierringe vorhanden sind und es keine Befunde über die aquatische Toxizität dieser 
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Verbindungen gibt, wurden in dieser Arbeit fünf Derivate untersucht (Tab. 9). Die 
untersuchten Substanzen besitzen log Kow-Werte von –0,15 (3-Methyl-3-oxetanmethanol) bis 
1,32 (3,3-Dimethyloxetan). Es sind somit hydrophile Verbindungen. Der log EC50-
Wertebereich ist 1,8 logarithmische Einheiten groß und geht von –0,92 ± 0,03 (Oxetan) bis 
−2,71 ± 0,12 (Thietan). Der Schwefelring besitzt die höchste Toxizität, gefolgt von den 
Stickstoffanaloga. Die drei Sauerstoffderivate sind, wie schon innerhalb der heterozyklischen 
Dreiringe, in ihrer Toxizität gegenüber S-Analoga vermindert. Auch hier lässt sich dieser 
Befund mit der höheren Hydrophobie begründen. Die Differenz der log Kow-Werte beträgt 1,4 
log-Einheiten. 
Die Ergebnisse sind in der Abbildung 13 graphisch dargestellt, wobei der log EC50 gegen den 
log Kow aufgetragen ist. Die Narkose-Basisgerade für die Expositionszeit von 24 h 
(durchgezogene Linie, Glg. 28) und der exzesstoxische Bereich ab einen log Te > 1 (Glg. 4, 
gestrichelte Linie) sind ebenfalls dargestellt. 
     
Abbildung 13: Die log EC50-Werte der fünf heterozyklischen Vierringe nach einer 
Expositionszeit von 24 h als Funktion der jeweiligen log Kow-Werte (schwarze 
Kreise).  
 
Wie aus der Tabelle 9 und der Abbildung 13 hervor geht, sind alle untersuchten Verbindungen 
unabhängig von der Art des Heteroatoms oder der Anzahl an Substituenten narkotisch. Die 
höchste logarithmierte Toxizitätserhöhung mit 0,9 besitzt Azetidin. Thietan folgt mit log Te = 
0,6. Die Sauerstoffringe besitzen jedoch nur log Te -Werte kleiner 0,1. Aufgrund der hohen 
Ringspannung der Oxetane, welche ähnlich den Ringspannungen der Oxirane ist, sollten diese 
am reaktivsten sein. Wolk et al. zeigten in theoretischen Studien, dass die freiwerdende 
Energie im Übergangszustand geringer ist als bei den Oxiranen (Wolk, 2004). Dies bedeutet, 
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dass die Ringspannungsdifferenz zwischen den Oxiranen und Oxetanen  doch größer als 7,7 
kJ/mol sein sollte, was auch die niedrige Reaktivität erklären würde. Bei einer nukleophilen 
Substitution ist auch die Art der Abgangsgruppe sehr wichtig. Beispielsweise ist Thiolat, RS−, 
eine bessere Abgangsgruppe als ein Alkoholat, RO−, da es die negative Ladung besser 
stabilisieren kann. Jedoch ist auch zu erwähnen, dass alle drei möglichen Abgangsgruppen, 
RS−, RO− und RHN−, eher schlechte Abgangsgruppen sind.  
Eine fundierte Erklärung für die geringe Reaktivität wurde bis heute jedoch nicht gefunden.   
 
Aufgrund der geringen Toxizitätserhöhung der Verbindungen kann gesagt werden, dass die 
reversiblen Wechselwirkungen mit membranintegrierten Proteinen und 
Membrankompartimenten gegenüber den irreversiblen reaktiven Reaktionen mit endogenen 
Biomolekülen dominieren. Diese Ergebnisse bestätigen die bisherigen Befunde über die 
geringe Reaktivität dieser Heterozyklen.   
 
Für die Ermittlung eines Strukturalarms dieser Verbindungsklasse dienten die 
Toxizitätserhöhungen. Da jedoch alle log Te < 1 sind, konnten hier keine reaktiven Strukturen 
ermittelt werden. Es ist jedoch zu erwähnen, dass hierzu nur fünf Verbindungen getestet 
wurden, die sich vor allem in der Art des Heteroatoms unterschieden. Der Einfluss nicht-
aliphatischer Substituenten mit elektronenziehenden Eigenschaften oder reaktive Substituenten 
wurde hier nicht untersucht. Wie schon bei den heterozyklischen Dreiringen könnte es auch 
bei diesen Substanzen zu einer Erhöhung der toxischen Wirkung in Bereiche der reaktiven 
Toxizität kommen. Eine allgemeine Aussage kann somit nicht getroffen werden.  
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Tabelle 9: Übersicht über die fünf heterozyklische Vierringe, deren substanzspezifischen Parameter log Kow, Hydrolysehalbwertszeit t1/2, die 
Fraktionen in den einzelnen Phasen fg, fs und fw, und die experimentell bestimmten Toxizitäten nach 24 h Exposition, welche zur Berechnung 






















3-Methyl-3-oxetanmethanol 1A 3143-02-0 –0,15 n.b. 0,00 0,00 100,00 –0,95 ± 0,05 0,09 2,3 ± 0,7 
Oxetan 2A 503-30-0 –0,14 n.b. 2,29 0,00 97,71 –0,92 ± 0,03 0,06 3,3 ± 0,7 
Azetidin 1B 503-29-7 0,21 n.b. 0,97 0,00 99,03 –2,07 ± 0,01 0,89 11,9 ± 3,7 
Thietan 2B 287-27-4 1,30 n.b. 29,45 0,04 70,53 –2,71 ± 0,12 0,56 0,9 ± 0,2 
3,3-Dimethyloxetan 1C 6921-35-3 1,32 n.b. 9,82 0,04 90,15 –1,80 ± 0,02 –0,36 3,9 ± 0,5 
a Die log Kow-Werte wurden mithilfe der EpiSuite v3.20 (EPA, 2009) Datenbank ermittelt. Die Hydrolyse-Halbwertszeiten bei einem pH von 7 wurden ebenfalls mit einem 
Chemprop Software Model bestimmt (ChemProp, 1997); n.b. bedeutet, dass keine Werte bestimmt werden konnten. Die Fraktionen fg, fs und fw wurden mithilfe der Gleichungen 
13, 24 und 25 bestimmt. EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der Verbindung, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert 
wurden. Die Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichungen 28 korrigiert. Hill Anstieg ist der Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Glg. 17).  
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5.5.3 α-halogenierte Carbonyle 
 
Die Ergebnisse dieses Kapitels sind in einer Publikation enthalten, die demnächst 
veröffentlicht wird (Schramm, 2013b). 
 
Halogenierte organische Verbindungen sind wichtige Zwischenprodukte und Ausgangsstoffe 
in der organischen Synthese und Polymerchemie. Zudem sind sie in der Landwirtschaft und 
pharmazeutischen Industrie zu finden (NTP, 1995). Neben ein paar Ausnahmen werden 
halogenierte Verbindungen im Allgemeinen nicht biologisch synthetisiert. 
Halogenierte Substanzen reagieren oft über eine bimolekulare nukleophile Substitution 
(Schema 33) mit diversen elektronenreichen Molekülen. Grund dafür ist die gute Eigenschaft 
der Halogenide als Abgangsgruppe zu fungieren und die negative Ladung sehr gut zu 
stabilisieren. Da sie eine hohe Elektronegativität besitzen, werden die angrenzenden 
Kohlenstoffatome polarisiert, deren Elektronendichte abgezogen und somit ein nukleophiler 
Angriff aktiviert. Bei α-halogenierten Carbonylen wird zudem die Reaktion zusätzlich 
aktiviert. Diese Aktivierung erfolgt zum einen durch den elektronenziehenden Effekt der 
Carbonylgruppe und zum anderen wird angenommen, dass der Übergangszustand durch eine 
Überlappung eines besetzten Orbitals des Halogenids mit einem unbesetzten π*-Orbitals des 
Carbonyls stabilisiert wird (Schultz, 2007c; Bartlett, 1958). Aufgrund der hohen Reaktivität 
der Substanzen in einer SN2-Reaktion und der damit verbundenen Alkylierung eines 
biomolekularen Nukleophils, wird diese Substanzklasse der α-halogenierten Carbonyle als 
potentiell mutagen (MSD, 2011), kanzerogen (NTP, 1995), reizend (MSD, 2010) und 
proteintoxisch (Criswell, 1980) eingestuft.  

















Schema 33: Bimolekulare nukleophile Substitution mit nukleophilen intrazellulären 
Biomolekülen als möglicher Reaktionsweg der α-halogenierter Carbonyle 
 
Dem Schema 33 kann entnommen werden, dass neben dem Reaktionsprodukt aus dem 
Carbonyl und dem Nukleophil auch ein Halogenid-Ion entsteht. Halogenid-Ionen wie bspw. 
Bromid- oder Chloridionen kommen in Pflanzenzellen sowie in eukaryotischen Zellen vor und 
haben bis zu bestimmten Konzentrationen kaum einen toxischen Effekt (van Leeuwen, 1987). 
Die jeweiligen Halogenwasserstoffe sind bekannte starke Säuren, welche zusätzlich reizend 
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wirken könnten, da sie zu pH-Änderungen führen. Da jedoch auch pH-Wert-regulierende 
Funktionen in den Zellen vorhanden sind, können bestimmte Konzentrationen toleriert 
werden. Es ist jedoch bekannt, dass Säuren die Membranproteine modifizieren und die 
Membran zerstören können. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden acht α-halogenierte Carbonylverbindungen auf ihre 
Wirkung im Wachstumshemmtest mit den Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL untersucht. In 
der Tabelle 10 sind diese mit den zugehörigen Werten des log Kow, des Kaw bei 28°C, den 
Hydrolysehalbwertszeiten t1/2, den Fraktionen fg, fs und fw, den ermittelten log EC50, den 
jeweiligen Hill Anstiegen der Konzentrations-Wirkungs-Kurven sowie den berechneten log Te 
angegeben. Zudem sind auch die in der Literatur veröffentlichten log IGC50 aufgelistet. Die 
nominalen log EC50-Werte wurden von Anja Schilawa innerhalb einer Studienarbeit ermittelt. 
   
Schema 34: Strukturen der getesteten α-halogenierte Carbonyle (Tab. 10): 1A) 
Bromacetylbromid, 2A) 3-Brom-1,1,1-trifluoracetat, 3A) Bromessigsäure-
methylester, 4A) Chloressigsäureethylester, 1B) 2-Brompropionsäuremethylester, 
2B) Bromessigsäurepropylester, 3B) 2-Brom-4’-nitroacetophenon, 4B) 2-
Bromacetophenon 
 
Der Konzentrationsverlust der acht Carbonyle durch Sorption ist mit fs < 0,2% 
vernachlässigbar klein. Dagegen ist die maximale Fraktion in der Luft, fg, innerhalb dieser 
Gruppe für 2-Brompropionsäuremethylester 18%, weshalb man hier schon von flüchtigen 
Verbindungen sprechen kann. Der log Kow erstreckt sich über 2,2 Zehnerpotenzen (−0,04 
Bromacteylbromid, 2,19 Bromacetophenon). Die ermittelten Toxizitäten, log EC50, reichen 
von −5,59 ± 0,02 (Bromacetophenon) bis −3,67 ± 0,05 (3-Brom-1,1,1-trifluoracetat).  
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Für einige der acht halogenierten Carbonyle wurde die Toxizität im Ciliaten-
Wachstumshemmtest mithilfe eines ähnlichen Tests bestimmt (Schultz, 2007c). Die dazu in 
der Literatur veröffentlichten Daten, log IGC50, sind ebenfalls in der Tabelle 10 aufgelistet. 
Für Verbindungen, die nur sehr kleine Fraktionen fg und fs aufweisen, sind die 
unterschiedlichen Methoden des Biotests vergleichbar und die jeweiligen Ergebnisse 
gleichzusetzen. Für alle anderen wurden die Toxizität der Verbindungen durch die 
Verwendung der in der Literatur publizierten Methode unterschätzt (IGC50 > EC50), da für die 
Erstellung des IGC50 die nominalen Konzentrationen eingesetzt wurden (Schramm, 2010). Für 
die Substanzen Methylbromacetat und Chloressigsäureethylester trifft dies zu. Die Differenzen 
der logarithmierten effektiven Konzentrationen bei 50% Wachstumshemmung sind maximal 
0,08 log-Einheiten. Diese Größenordnung entspricht der Standardabweichung der log EC50 
Werte. Die Ergebnisse für Bromessigsäurepropylester variieren dagegen stärker. Der Grund 
hierfür ist wahrscheinlich die höheren Flüchtigkeit dieser Verbindung (fg = 14.21%). Im Falle 
des nicht flüchtigen Bromacetophenons unterscheiden sich die Werte um 0,23 log-Einheiten. 
Der log IGC50 ist hier jedoch geringer als der log EC50, wofür es bisher leider keine Erklärung 
gibt. In einem log  EC50-log Kow-Diagramm (Abb. 14) sind die Ergebnisse graphisch 
dargestellt. Für die graphische Darstellung und Abgrenzung des Narkosebereiches wurden die 
Narkosebasisgerade (durchgezogene Linie) nach Gleichung 28 und ein log Te = 1 (Glg. 4) 
verwendet.  
          
Abbildung 14: Die log EC50-Werte der acht α-halogenierten Carbonyle (schwarze Kreise) 
nach einer Expositionszeit von 24 h als Funktion der log Kow-Werte, wobei die 
Narkose-Basislinie (Glg. 28, durchgezogene Linie) und der Te = 10 (gestrichelte 
Linie) angegeben sind. 
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Tabelle 10: Übersicht über die acht α-halogenierte Carbonyle, deren substanzspezifischen Parameter log Kow, Hydrolysehalbwertszeit t1/2, die 
Fraktionen in den einzelnen Phasen fg, fs und fw, und die experimentell bestimmten Toxizitäten nach 24 h Exposition, welche zur Berechnung 

























Bromacetylbromid 1A 598-21-0 −0,04 n.b. 3,70 0,00 96,30 −4,17 ± 0,13 3,21 0,8 ± 0,2 −− 
3-Brom-1,1,1-trifluoracetat 2A 431-35-6 0,52 n.b. 3,66 0,00 96,36 −3,67 ± 0,05c 2,21 1,5 ± 0,2 −− 
Methylbromacetat 3A 96-32-2 0,72 2,40  101 9,90 0,00 90,10 −5,06 ± 0,02c 3,42 3,0 ± 0,5 −4,96 
Chloressigsäureethylester 4A 105-39-5 0,94 5,68  101 5,44 0,01 94,55 −4,03 ± 0,11 2,20 1,2 ± 0,3 −4,06 
2-Brompropionsäuremethylester 1B 5445-17-0 1,13 1,59  102 17,95 0,02 82,03 −4,83 ± 0,06 2,83 2,3 ± 0,7 −− 
Bromessigsäurepropylester 2B 35223-80-4 1,70 7,5  101 14,21 0,07 85,73 −5,46 ± 0,07 2,95 1,2 ± 0,3 −5,31 
2-Brom-4’-nitroacetophenon 3B 99-81-0 1,83 n.b. 0,01 0,08 99,91 −5,26 ± 0,02c 2,64 2,2 ± 0,3 −− 
2-Bromacetophenon 4B 70-11-1 2,19 n.b. 0,66 0,11 99,24 −5,59 ± 0,02c 2,65 3,5 ± 0,6 −5,82 
a Die log Kow-Werte wurden mithilfe der EpiSuite v3.20 (EPA, 2009) Datenbank ermittelt. Die Hydrolyse-Halbwertszeiten bei einem pH von 7 wurden ebenfalls mit einem 
Chemprop Software Model bestimmt (ChemProp, 1997); n.b. bedeutet, dass keine Werte bestimmt werden konnten. Die Fraktionen fg, fs und fw wurden mithilfe der Gleichungen 
13, 24 und 25 bestimmt. EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der Verbindung, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert 
wurden. Die Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichungen 28 korrigiert. Hill Anstieg ist der Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Glg. 17). bIGC50 ist dem EC50 
gleichzusetzen und wurde aus der Literatur entnommen (Schultz, 2007c). Jedoch wurden diese Werte mit einer anderen Methode bestimmt, weshalb diese Bezeichnung 
beibehalten wurde. cDie nominalen EC50-Werte wurden von Anja Schilawa innerhalb einer Studienarbeit angefertigt. 
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Wie aus Tabelle 10 und Abbildung 14 hervorgeht, sind alle getesteten Verbindungen 
exzesstoxisch, wobei die experimentellen EC50-Werte bis zu 2580-fach kleiner sind als mit 
dem Narkosemodell vorhergesagt. Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass bei den getesteten 
Verbindungen ein reaktiver Mechanismus wie eine nukleophile Substitution dominiert, bei 
dem eine nukleophile Seitenkette eines endogenen Biomoleküls an das elektrophile alpha-
ständige Kohlenstoffatom angreift (Schema 33). Da jedoch auch eine starke Säure entsteht 
(HBr, HCl), kann diese den intrazelluläre pH-Wert ändern und somit Funktionen vieler 
Biomoleküle wie Enzyme, Ionenpumpen oder Signalstoffe ändern oder blockieren. Jedoch 
besitzt auch Tetrahymena pyriformis pH-Regulierungseinheiten, die der Änderung der pH-
Wertes entgegen wirken. In der folgenden Diskussion wird nur die Wirkung der α-
halogenierten Carbonyle mit den nukleophilen Biomolekülen betrachtet. Der Effekt der 
entstehenden Säure wird hierbei nicht weiter diskutiert, da die kritische Konzentration dieser 
leider nicht bekannt ist.  
 
Methylbromacetat besitzt mit 2575,6 den höchsten Te-Wert (log Te= 3,4). Die 
Elektronendichte des elektrophilen Kohlenstoffs Cα  wird von einem Bromatom abgezogen, 
welches zudem die zweitbeste Abgangsgruppe unter den Halogeniden ist. Am 
Carbonylkohlenstoff ist eine elektronenziehende Methoxygruppe gebunden, welche die 
Reaktivität des elektrophilen Zentrums zusätzlich erhöht. Da die Hydrolysehalbwertzeit nur 24 
h beträgt, kann man annehmen, dass schon ein Teil der Konzentration mit Wasser reagiert hat. 
Da nicht bekannt ist, wie schnell die Substanz mit den Ciliaten wechselwirkt, kann hier leider 
der Verlust durch eine Hydrolysereaktion nicht quantitativ angegeben werden. Die 
Konzentration, die tatsächlich wirkt, ist somit noch etwas reduziert und die eigentliche 
Toxizität und Toxizitätserhöhung um diesen Anteil erhöht.  
Bromessigsäurepropylester hat eine der höchsten Toxizitätserhöhungen in dieser Gruppe (log 
Te = 2,9). Die Te-Minderung um 0,5 log-Einheiten zu Methylbromacetat resultiert aus dem um 
zwei Kohlenstoffatomen längeren und damit sterisch anspruchsvolleren Substituenten, einer 
Propoxygruppe.  
2-Brompropionsäuremethylester hat einen Te von 663. Da diese Substanz eine Methylgruppe 
am elektrophilen α−Kohlenstoff gebunden hat, ist dieser für einen nukleophilen Angriff 
schwieriger zugängig. Die Reaktivität ist zudem um 0,6 log-Einheiten vermindert, da die CH3-
Gruppe ein elektronenschiebender Substituent ist, der die Elektronendichte am reaktiven 
Zentrum erhöht.  
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Die zweithöchste Toxizitätserhöhung besitzt Bromacetylbromid (log Te = 3,2). Der 
Unterschied zum Methylbromacetat besteht darin, dass ein Bromid am Carbonylkohlenstoff 
gebunden ist und keine Methoxygruppe. Ein Bromatom ist ebenfalls ein elektronenziehender 
Substituent, der die Reaktivität des elektrophilen Zentrums erhöht. Die Stärke des 
elektronischen Effektes ist jedoch schwächer als die der Methoxygruppe. Jedoch hydrolysiert 
Bromacetylbromid sehr schnell. Leider gibt dazu keine experimentelle 
Hydrolysehalbwertszeit. Die entstehenden Hydrolyseprodukte sind Bromessigsäure und 
Bromwasserstoff. Ersteres kann ebenfalls über eine SN2 Reaktion mit –SH, −OH oder −NH2-
Gruppen endogener Biomoleküle reagieren. Zudem sind beide Produkte Säuren, die die 
Membranproteine modifizieren und die Membran zerstören können. Bei der Bestimmung der 
Reaktivität von Bromacetylbromid in einem GSH-Chemoassay fiel auf, dass diese gleich groß 
wie die Reaktivität von Bromessigsäure ist (Böhme, 2010c; Schramm, 2013b). Dieser Befund 
legt nahe, dass die beobachtete Toxizität aus der Wirkung der Bromessigsäure resultiert. 
α-bromierte Carbonyle mit einen phenylischen Substituenten (2-Brom-4’-nitroacetophenon 
und 2-Bromacetophenon) besitzen ähnliche log Te-Werte von 2,6 – 2,7 und somit ähnliche 
Reaktivitäten für eine nukleophilen Substitution. Die Nitrogruppe des 2-Brom-4’-
nitroacetophenons ist zu weit vom Cα entfernt und hat deshalb kaum einen Einfluss (−M-/ −I-
Effekt) auf die Reaktivität der SN2-Reaktion. 
Der Austausch des Bromatoms gegen ein Chloratom (Chloressigsäureethylester), welches 
direkt am elektrophilen Kohlenstoff gebunden ist und als SN2-Abgangsgruppe fungiert, 
reduziert den log Te um 1,0 log-Einheiten (Bromessigsäurepropylester: log EC50 = −5,46, log 
Te = 3,0; Methylbromacetat: log EC50 = −5,06, log Te = 3,4). Da ein Bromidion besser eine 
negative Ladung stabilisieren kann als ein Chloridion, ist ein Br− auch eine bessere 
Abgangsgruppe. 
3-Brom-1,1,1-trifluoracetat ist mit Te = 163,1 exzesstoxisch und reaktiv. Jedoch besitzt es 
innerhalb der getesteten Stoffe die kleinste Toxizitätserhöhung. Der Substituent am 
Carbonylkohlenstoff ist ein Trifluormethylen, −CF3. Dieses besitzt eine ähnlich hohe 
Elektronegativität wie ein Bromatom (True, 2003) und sollte somit einen vergleichbaren 
elektronenziehenden Effekt auf seine Nachbaratome ausüben. Die Minderung des Te resultiert 
wahrscheinlich aus der elektrostatischen Wechselwirkung der freien Elektronenpaare der 
Flouratome und des Nukleophils. Dadurch wird der Übergangszustand destabilisiert und die 
Reaktion erschwert (O’Hagan, 2008). Zudem ist Trifluormethylen sterisch anspruchsvoll, was 
zu einer Hinderung des nukleophilen Angriffs führen kann.  
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Aus den erhaltenen Ergebnissen über die Toxizität und die Toxizitätserhöhung der acht 
untersuchten α-halogenierten Carbonylverbindungen und aus den Ergebnissen früherer Studien 
(Roberts, 2010) konnten folgende allgemeine Aussagen zur Aufstellung des Strukturalarms 
(Schema 35) abgeleitet werden. Substanzen die vermutlich hydrolysieren wurden nicht 
berücksichtigt. 
 • Erstens: α-halogenierten Carbonyle sind unter der Voraussetzung exzesstoxisch, 
dass keine großen Substituenten am Carbonylkohlenstoff und am Cα gebunden sind. 
Die hohe Reaktivität des elektrophilen Kohlenstoffs in einer SN2-Reaktion wird 
wahrscheinlich durch die Stabilisierung des Übergangszustands mithilfe der 
Carbonylgruppe gefördert (Roberts, 2010) 
 • Zweitens: Elektronenziehende Substituenten, die an der Carbonylgruppe gebunden 
sind, erhöhen den Te und die Reaktivität des Cα zusätzlich, sodass die Verbindungen 
einen log Te > 2 aufweisen. In dieser Arbeit konnte folgende Reihenfolge über die 
Stärke des Elektronenzugs der Substituenten aufgestellt werden: −OR (R = CH3, 
CH2CH2CH3) > −Phenyl > −CF3. Jedoch muss beachtet werden, dass mit zunehmender 
Kettenlänge der Alkylgruppe in –OR die Reaktivität stark vermindert wird.  
 • Drittens: Die Art der Abgangsgruppe ist für die Reaktivität einer Verbindung in 
einem SN2-Mechanismus entscheidend. Ein Bromatom aktiviert die nukleophile 
Substitution mehr als ein Chloratom, da hier die negative Ladung besser stabilisiert 
wird. Die Differenz innerhalb der log Te-Werte beträgt ca. 1,2 log-Einheiten. Dieser 
Befund konnte schon in früheren Studien beobachtet werden (Schultz, 2007c). 
Folgende Ordnung der Halogene bezüglich deren Eigenschaft als Abgangsgruppe 
konnte bestätigt werden: : I > Br > Cl >> F (Schultz, 2007c; Vollhardt, 2000).   
 • Viertens: Ein Substituent, der direkt am elektrophilen Zentrum gebunden ist, 
reduziert die Toxizitätserhöhung durch die sterische Abschirmung sowie durch seinen 
elektronenschiebenden Charakter, im Falle einer Methylgruppe um 0,5 log-Einheiten. 
 
In Schema 35 ist der zugehörige Strukturalarm für erhöhte Toxizität der α-halogenierten 
Carbonyle dargestellt. Dieser stellt die allgemeinen Ableitungen über die Toxizität und die 
chemische Reaktivität, welche sich auf Strukturmerkmale der Verbindungen beziehen, dar. 
Substanzen, die vermutlich hydrolysieren, wurden nicht berücksichtigt. 
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R1 = H, CH3, CH2CH3
R2 = H, Y, CH2Y
X = Cl, Br, I 
 
Schema 35: Strukturalarm der α-halogenierten Carbonyle, welche im Toxizitätstest mit den 
Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL einen Te > 10 (Glg.4) aufweisen. R1 steht 
für ein Wasserstoffatom, eine Methyl- oder eine Ethylgruppe. R2 dagegen ist ein 
Wasserstoffatom oder eine elektronenziehende Gruppe, die direkt (Y) bzw. über 
eine Methylgruppe gebunden ist (CH2Y). X bezeichnet ein Halogenatom.  
 
5.5.4 Thioharnstoffe und Harnstoffe 
 
Harnstoffe werden auch als Carbamide bezeichnet und zählen zu den Carbonsäureamiden. Da 
zwei Stickstoffatome am Carbonylkohlenstoff gebunden sind und deren freie Elektronenpaare 
über die Carbonylfunktion delokalisiert sind, was eine Stabilisierung der Struktur zur Folge 
hat, gelten diese Verbindungen eher als reaktionsträge Carbonyle. 












Schema 36: Grundstruktur und mesomere Formen des Harnstoffs 
 
In vielen Lebewesen wird Harnstoff im Harnstoffzyklus als Endprodukt abgebauter 
Stickstoffverbindungen gebildet und ausgeschieden. 
Thioharnstoffe sind die Schwefelanaloga der Harnstoffe und tautomerisieren zum 
Isothioharnstoff 






Schema 37: Grundstruktur des Thioharnstoffs und tautomere Form 
 
Harnstoffe werden als Düngemittel, in Kosmetika, in der Pharmaindustrie als Keratolytikum 
oder zur Herstellung von Schlafmitteln, in der Polymerchemie zur Herstellung von 
Kondensationsharzen verwendet, die wiederum als Klebstoffe, Lacke, Laminate, 
Schaumstoffe, Papier-, Leder- und Textilhilfsmitteln eingesetzt werden. In Kraftwerken und in 
der Fahrzeugtechnik dienen sie als Reduktionsmittel. In der Lebensmittelindustrie als 
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Stabilisatoren und in der Milchviehfütterung spielt Harnstoff eine Rolle als Proteinlieferant 
(Römpp, 2012). Eine Reihe von Phenylharnstoff-Derivaten sind wirksame Herbizide, die 
primär die Photosynthese hemmen (Marquardt, 2004). Thioharnstoffe dagegen werden 
vielseitig in der Hydrometallurgie, in der Metallbearbeitung als Zusatz zu Ätz-, Reinigungs- 
und Poliermitteln sowie als Korrosionsinhibitoren und zur Herstellung von definierten 
Metallsulfiden für Photokatalysatoren und nanometergroße Materialien eingesetzt. Sie werden 
als Katalysator in der organischen Synthese, für die Herstellung pharmazeutischer Wirkstoffe 
(Thyreostatika, Melanom-Marker, Thiobarbiturate, Antibiotika, Tuberkulostatika u.v.a.) sowie 
in der Polymerchemie als Aminoplaste, Viskositätsstabilisator und Redoxinitiator für 
Polymerisationen genutzt. In der Textilindustrie als Färbehilfsmittel und als Hilfsmittel bei der 
Herstellung von pyrotechnischen Artikeln und bei Emulsionssprengstoffen werden sie zudem 
verwendet. In biochemischen Analysemethoden, Assays sowie in der medizinischen 
Diagnostik werden sie bspw. als Antioxidantien genutzt (Römpp, 2012; InChem, 2003b).  
Durch diese breite Anwendung und Verwendung dieser Substanzklasse sind Mensch, Tier und 
Umwelt einer hohen Exposition ausgesetzt. Von Harnstoff ist bekannt, dass es nur eine geringe 
akute Toxizität aufweist und auch sonst als eher harmlos einzustufen ist (Römpp, 2012). Doch 
einige Harnstoffderivate, wie Diuron oder Siduron, sind reizend und inhibieren die 
Epoxidhydrolase, welche für die Detoxifizierung einiger Xenobiotika verantwortlich ist 
(Newman, 2001). Thioharnstoff und einige Derivate wurden als karzinogen (Toxnet, 2012; 
Purves 1947, Mitsumori, 1996) und fruchtschädigend eingestuft (Hirzel, 1996). In höheren 
Dosierungen in Tierversuchen wurde beobachtet, dass Thioharnstoff teratogen wirkt. Zudem 
ist es allergen (Toxnet, 2012). α-Naphthylthiourea und Phenylthiourea wirken toxisch auf 
Lungenfunktionen (Toxnet, 2012) und reagieren mit Lungenproteinen der Endothelzellen 
unter Bildung von kovalenten Bindungen (Cunnigham, 1972).  
Da viele Medikamente Thioharnstoffe als Seitengruppe enthalten, ist es wichtig, den 
molekularen Mechanismus aufzuklären. Zudem gaben die bisher unvollständigen und 
teilweise widersprüchlichen Daten über die Toxizität den Anlass dazu, die aquatische Toxizität 
von zwölf Harnstoff- und Thioharnstoff-Derivaten mithilfe des Wachstumshemmtests mit 
Tetrahymena pyriformis GL zu bestimmen und den Reaktionsmechanismus der reaktiven 
Verbindungen zu diskutieren. Die untersuchten Substanzen sind in der Tabelle 11 mit den 
entsprechenden physikochemischen Parametern, den Toxizitätswerten und den in der Literatur 
veröffentlichten log IGC50 (Schultz, 2003) aufgelistet. Die nominalen Toxizitätswerte wurden 
von Theresa Haseloff im Rahmen einer Diplomarbeit ermittelt.  
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Tabelle 11: Übersicht über die zwölf Harnstoffe und Thioharnstoffe, deren log Kow-Werte, den Fraktionen fg, fs und fw, und den experimentell 






















Harnstoff 1A 57-13-6 −2,11 0,00 0,00 100,00 −1,44 ± 0,39 2,32 0,4 ± 0,1 −− 
N-Phenylharnstoff 2A 64-10-8 0,83 0,00 0,00 100,00 −2,99 ± 0,07c 1,26 2,3 ± 0,6 −− 
N,N’-Diphenylharnstoff 3A 102-07-8 3,00 0,02 16,80 83,20 −5,29 ± 0,07c 1,63 1,3 ± 0,3 −− 
Thioharnstoff 1B 62-56-6 −1,08 0,00 0,00 100,00 −2,14 ± 0,12 2,12 1,2 ± 0,3 −1,68 
Allylthioharnstoff 2B 109-57-9 0,00 0,02 0,00 99,96 −2,40 ± 0,08 c 1,41 1,1 ± 0,2 −− 
2-Hydroxyphenylthioharnstoff 3B 1520-26-9 0,47 0,00 0,00 100,00 −3,12 ± 0,08 c 1,71 0,9 ± 0,1 −− 
3-Hydroxyphenylthioharnstoff 1C 3394-05-6 0,47 0,00 0,00 100,00 −3,74 ± 0,07 c 2,34 1,1 ± 0,2 −− 
4-Hydroxyphenylthioharnstoff 2C 1520-27-0 0,47 0,00 0,00 100,00 −2,88 ± 0,07 1,47 2,0 ± 0,6 −− 
tert-Butylthioharnstoff 3C 7204-48-0 0,52 0,01 0,00 100,00 −2,62 ± 0,13 1,16 1,6 ± 0,6 −− 
N-Methyl-N-phenylthioharnstoff 1D 4104-75-0 0,85 0,00 0,03 99,82 −2,90 ± 0,22 c 1,15 0,7 ± 0,2 −− 
N,N’-Diallylthioharnstoff 2D 6601-20-3 1,31 0,01 3,62 96,27 −3,46 ± 0,11 c 1,30 0,8 ± 0,2 −− 
N,N’-Diphenylthioharnstoff 3D 102-08-9 2,17 0,00 10,33 89,67 −3,61 ± 0,19 c 0,69 0,9 ± 0,3 −− 
a Die log Kow-Werte wurden mithilfe der EpiSuite v3.20 (EPA, 2009) Datenbank ermittelt. Die Fraktionen fg, fs und fw wurden mithilfe der Gleichungen 13, 24 und 25 bestimmt. 
EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der Verbindung, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurden. Die Hill Anstieg ist 
der Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Glg. 17). b IGC50 ist dem EC50 gleichzusetzen und wurde aus der Literatur entnommen (Schultz, 2003). cDie nominalen EC50-
Werte wurden von Teresa Haseloff innerhalb einer Diplomarbeit angefertigt (Haseloff, 2010).   
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Schema 38: Strukturen der Harnstoffe und Thioharnstoffe (Tab. 11): 1A) N,N’-
Diphenylthioharnstoff, 2A) N-Methyl-N-phenylthioharnstoff, 3A) tert-
Butylthioharnstoff, 1B) N-Phenylharnstoff, 2B) N,N’-Diallylthioharnstoff, 3B) 
Allylthioharnstoff, 1C) 4-Hydroxyphenylthioharnstoff, 2C) N,N’-
Diphenylharnstoff, 3C) 3-Hydroxyphenylthioharnstoff, 1D) Thioharnstoff, 2D) 
Harnstoff, 3D) 2-Hydroxyphenylthioharnstoff 
         
Abbildung 15: Die Toxizität (log EC50) der drei Harnstoff- (schwarze Kreises) und neun 
Thioharnstoff-Derivate (weiße Kreises) nach einer Expositionszeit von 24 h im 
Wachstumshemmtest mit Tetrahymena pyriformis GL als Funktion der 
Hydrophobie (log Kow), wobei die Narkose-Basislinie (durchgezogene Linie, Glg. 
28) und der Te = 10 (gestrichelte Linie) angegeben sind.  
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Der Konzentrationsverlust der zwölf Verbindungen durch die Flüchtigkeit ist < 0,2% und 
somit vernachlässigbar klein. Dagegen ist der maximale Konzentrationsverlust durch Sorption 
mit fs = 16,8% für N,N’-Diphenylharnstoff beachtlich und nicht mehr vernachlässigbar. Der 
log Kow erstreckt sich über 5,1 Zehnerpotenzen (−2,11 Harnstoff, 3,00 N,N’-
Diphenylharnstoff). Die ermittelten logarithmierten Toxizitäten, log EC50, reichen von −5,29 ± 
0,07 (N,N’-Diphenylharnstoff) bis −1,44 ± 0,39 (Harnstoff).  
 
In der Literatur wurde für einige Thioharnstoff-Derivate mit Alkyl- und Arylsubstituenten die 
Wirkung nach einer Expositionszeit von 40 h in einem ähnlichen Ciliaten-
Wachstumshemmtest bestimmt (Schultz, 2003). Diese log 1/IGC50-Werte (angegebene 
Einheit: mM), konvertiert in log IGC50 (M), unterscheiden sich jedoch von log EC50. Für 
Thioharnstoff wurde beispielsweise ein log EC50 = −2,14 ± 0,12 ermittelt. Während in der 
Literatur ein log IGC50= −1,68 zu finden ist. Die Differenzen der Toxizitätswerte sind auf die 
unterschiedlichen Testverfahren zurückzuführen (dies wurde schon in vorangegangen Kapiteln 
erläutert).   
In Abbildung 15 sind die experimentell bestimmten log EC50 (Tab. 11) gegen die 
substanzspezifischen log Kow aufgetragen. Wie aus dieser Abbildung hervorgeht, sinken die 
log EC50 der untersuchten Substanzen nahezu gleichmäßig mit steigender Hydrophobie. Eine 
lineare Regression der Datenpunkte ergibt folgende Gleichung: 
  log EC50 = −0,66 (±0,09) • log Kow −2,67 (± 0,13)    (31) 
  n=12, r² =0,83; rms = 0,38; = 0,76; rmscv = 0,51; F1,12 = 48,42   2cvq
 
Aus dieser Gleichung geht hervor, dass die Parameter mit einem Korrelationskoeffizienten von 
r² = 0,83 gut korrelieren und dass mithilfe dieser Gleichung die Toxizität anderer Derivate 
dieser Strukturklasse gut vorhergesagt werden kann. 
Aus Abbildung 15 geht zudem hervor, dass abgesehen von N,N’-Diphenylthioharnstoff alle 
Verbindungen exzesstoxisch sind und somit ein reaktiver Mechanismus mit Biomolekülen die 
dominierende Wirkweise der untersuchten Substanzen ist. Eine mögliche Reaktion, die diese 
Verbindungsklasse eingehen kann, ist ein nukleophiler Angriff eines endogenen Biomoleküls 
am Carbonylkohlenstoff. Dabei wird die nukleophile Gruppe kovalent gebunden und ein 
sekundäres oder primäres Amin oder Ammoniak frei gesetzt (Schema 39).  
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Schema 39: Nukleophile Substitution als möglicher reaktiver Mechanismus der Harnstoff- 
und Thioharnstoff-Derivate, wobei Z ein Sauerstoff- oder ein Schwefelfatom 
repräsentiert und der Substituent R ein Proton, ein Alkyl- oder Allylrest, sowie ein 
Phenylring sein kann (modifiziert nach Cynthia, 1986)  
 
Durch die gezeigten Reaktionen A und B (Schema 39) wäre eine nukleophile Seitenkette eines 
Proteins kovalent gebunden. Die Funktionen des Proteins wären gestört, wodurch auch andere 
Zellfunktionen beeinträchtigt sind. 
Harnstoff besitzen unter den Harnstoffderivaten den höchsten log Te (2,1). Durch die vier 
Protonen, die an den Stickstoffatomen gebunden sind, ist der elektrophile Carbonylkohlenstoff 
gut für eine nukleophile Reaktion zugänglich, was die Reaktivität von Harnstoff begünstigt. 
Durch den Phenylsubstituenten in den beiden anderen Harnstoffderivaten ist das C-Atom 
sterisch abgeschirmt und die Reaktivität der Verbindung somit reduziert (Phenylharnstoff: log 
Te = 1,3; N,N’-Diphenylharnstoff: log Te = 1,6). Aminsubstituenten haben durch das frei 
Elektronenpaar des Stickstoffatoms einen elektronenschiebenden Charakter (+M). Gleichzeitig 
üben sie jedoch durch ihre hohe Elektronegativität einen negativen induktiven Effekt (−I) auf 
den Carbonylkohlenstoff aus. Der angrenzende Phenylsubstitutent im Falle des N,N’-
Diphenylharnstoffes ist sterisch sehr anspruchsvoll, besitzt aber einen schwachen –I-Effekt. 
Dadurch wird die Elektronenladung am Carbonyle reduziert. Da hier zwei Phenylsubstituenten 
vorhanden sind, wird der nukleophilen Angriff stärker aktiviert als bei Phenylharnstoff. Ein 
Vergleich der Toxizitäten dieser drei Verbindungen zeigt jedoch, dass Harnstoff die geringste 
Toxizität besitzt. Eine mögliche Ursache für diese unterschiedliche Toxizität könnte in der 
anschließenden Wirkung von Anilin und Ammoniak liegen.  
Durch eine nukleophile Substitution des Harnstoffs würde Ammoniak freigesetzt werden, 
welches in wässriger Umgebung auch als Ammoniumion, NH4+, vorliegt. Dieses führt zur 
Aktivierung des N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptors (NMDA Typ des Glutamatrezeptors) an der 
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Membran, was wiederum zu einer Depolarisierung der Zelle durch einen erhöhten Einstrom 
von Calcium- und Natriumionen führt (Marcaida, 1992). Die erhöhte Konzentration an Ca2+ 
aktiviert wiederum Ca2+-abhängige Enzyme (Proteinkinasen, Phosphatasen und Proteasen wie 
bspw. PLC, PI3K) wodurch eine Kaskade an Reaktionen ausgelöst wird, die zum Zelltod 
führen können (Randall, 2002). NMDA-Rezeptoren sind vor allem in Nervenzellen zu finden. 
Auch in Tetrahymena pyriformis konnten diese Rezeptoren, welche in der Chemotaxis der 
Ciliaten fungieren, nachgewiesen werden (Fillingjham, 2002; Nam, 2009). Des Weiteren wirkt 
sich Ammoniak im Körper cytotoxisch aus, was zu einer Störung des Citratzyklus führen kann 
(Fuhrmann, 2006, El Mlili 2010, Müller, 1994). 
In der Reaktion von N,N’-Diphenylharnstoff kann Anilin freigesetzt werden, welches durch 
seine geringe Basizität eine gute Abgangsgruppe darstellt und folglich die nukleophile 
Reaktion begünstigt (Birgersson, 1988). Die Wirkung von Anilin ist zudem nicht unbedeutend. 
Aromatische Amine werden metabolisch über das entsprechende Hydroxylamin und 
Nitrosoderivat zur Nitroverbindung umgesetzt. Durch diese Redoxreaktionen wird das 
zweiwertige Eisen der Hämgruppe des Hämoglobins zum dreiwertigen Eisen 
(Methämoglobin) oxidiert (Birgersson, 1988, Egawa, 2005;Iwaasa, 1990; Couture, 1999), 
wodurch kein Sauerstoff mehr gebunden und transportiert werden kann und es folglich zu 
irreversiblen Schädigungen der Zelle kommt. 
Ein weiterer Grund für die hohe Toxizität des N,N’-Diphenylharnstoffs liegt in der hohen 
Hydrophobie. Je hydrophober eine Substanz ist, desto höher ist die Anreicherung im 
Organismus, was auch durch den Biokonzentrationsfaktor, log BCF, quantitativ ausgedrückt 
werden kann. Da sich N,N’-Diphenylharnstoff viel stärker im Organismus anreichert, ist für 
die gleiche Wirkung eine geringere Konzentration nötig (log BCF = 1,61 (EPA, 2009)). Für 
hydrophilere Substanzen wie Harnstoff (log BCF = 0,5 (EPA,2009)) wird eine höhere 
Konzentration für die gleiche Effektstärke benötigt, da die Substanz vor allem in der wässrigen 
Phase vorliegt. 
2-Hydroxyphenylthioharnstoff (log Te = 2,3) besitzt die höchste Toxizitätserhöhung und ist 
somit das reaktivste Thioharnstoff-Derivat. Durch den negativen induktiven Effekt des 2-
Hydroxyphenylens ist die Elektronendichte am Carbonylkohlenstoff etwas reduziert und 
folglich für einen nukleophilen Angriff aktiviert. Bei den beiden verwandten Substanzen 3-
Hydroxyl- (log Te = 1,7) und 4-Hydroxyphenylthioharnstoff (log Te = 1,5) ist das 
elektronegative Sauerstoffatom weiter vom elektrophilen Zentrum der Verbindung entfernt 
und folglich der –I-Effekt und die Reaktivität merklich reduziert.  
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Thioharnstoff ist mit einem log Te = 2,1 etwas weniger exzesstoxisch als das 
Sauerstoffanalogon. Da das Schwefelatom weniger elektronegativ ist als das Sauerstoffatom, 
ist das Kohlenstoffatom auch weniger elektrophil.  
So sollte auch Diphenylharnstoff (Te = 42,9) erheblich höher exzesstoxisch sein als 
Diphenylthioharnstoff (Te = 4,9). Dies ist auch zu beobachten. Der Unterschied beträgt 0,94 
log-Einheiten.  





















































R R + H2SOx
 
Schema 40: Metabolische Aktivierung der Thioharnstoffe durch die Flavin-abhängige 
Monooxygenase (FMO) zu den reaktiven Intermediaten Sulfen-, Sulfin- und 
Sulfonsäure, die mit anschließender nukleophilen Substitution zur Alkylierung 
von Proteinen führen (Maryanoff, 1986; Ziegler, 1978 2002; Samuelsson, 2011) 
 
Im Gegensatz dazu ist Phenylharnstoff im Vergleich zu N-Methyl-N-phenylthioharnstoff (log 
Te = 1,3) und 4-Hydroxyphenylthioharnstoff, bei dem die Hydroxygruppe kaum noch einen 
Einfluss auf die Reaktivität zu haben scheint, weniger bzw. ähnlich reaktiv. Grund für die 
erhöhte Reaktivität der Thioharnstoff-Derivate könnte eine mögliche metabolische 
Aktivierung  durch eine S-Oxidation sein (Athena, 1991; Onderwater, 1998, Ziegler, 1988, 
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2002). Hierbei werden Thioharnstoff und dessen Derivate durch die Flavin-abhängige 
Monooxygenase (FMO) oxidiert und schließlich durch eine nukleophile Substitution 
desulfuriert, wobei Proteine kovalent gebunden werden (Samuelsson, 2011; Cynthia, 1986). 
Die FAD-haltige FMO ist ein Enzym des Phase-I-Metabolismus in der Biotransformation von 
Xenobiotika. In Schema 40 ist schematisch der Metabolismus dargestellt. Auch Cytochrom 
P450 kann Thioharnstoff oxidieren und somit die metabolische Aktivierung hervorrufen. FMO 
sowie CYP450-ähnliche Cytochrome konnten in den Protozoen nachgewiesen werden 
(Kuwahara, 2009; Chengji, 2009). 
Ein Vergleich der Substanzen Thioharnstoff, Allylthioharnstoff und N,N’-Diallylthioharnstoff 
verdeutlicht, dass mit steigender Anzahl der Substituenten an den jeweiligen Stickstoffatomen 
die Toxizität aufgrund der steigenden Hydrophobie sinkt (log EC50: −2,14; −2,40; −3,46). Die 
die Toxizitätserhöhung sinkt jedoch ebenfalls (log Te: 2,1; 1,4; 1,3). Mit steigender Anzahl der 
Substituenten wird das elektrophile Carbonylkohlenstoffatom zunehmend für einen 
nukleophilen Angriff abgeschirmt, wodurch die Reaktivität sinkt. Auch eine tert-Butylgruppe 
mindert durch eine sterische Abschirmung die Reaktivität des tert-Butylthioharnstoffs um eine 
Zehnerpotenz auf einen log Te = 1,2 im Vergleich zu Thioharnstoff. Eine genauere 
Betrachtung des N,N’-Diallylthioharnstoffs und des N,N’-Diphenylthioharnstoff ergibt, dass 
Phenylsubstituenten die Toxizitätserhöhung stärker herabsetzen als Allylsubstituenten. Zudem 
würde in einer nukleophilen Reaktion mit N,N’-Diallylthioharnstoff Allylamin als 
Nebenprodukt entstehen, welches als gute Abgangsgruppe bekannt ist und somit die Reaktion 
begünstigt. Zudem kann Allylamin durch eine Aminoxidase oxidativ desaminiert werden und 
zu Acrolein metabolisieren (Boor, 1987). Acrolein wiederum ist ein α,β-ungesättigtes Aldehyd 
und sehr reaktiv. Es reagiert über einen Michael-Addition mit nukleophilen Proteinseitenketten 
wie beispielsweise einer –SH-Gruppe des Cysteins.  
Einige Harnstoff- und Thioharnstoff-Derivate wurden auch schon in einem anderen 
aquatischen Biotest untersucht. Die verwendete Spezies waren die Wasserflöhe Daphnia 
magna, bei denen nach einer Expositionszeit von 48 h die letale effektive Konzentration bei 
einer 50% Wirkung, LC50¸ der untersuchten Substanzen bestimmt wurden (US EPA, 2002). 
Der log Te-Bereich dieser Untersuchung ist im Vergleich zu den in dieser Arbeit vorgestellten 
Studie größer und umfasst nahezu 3,7 Größenordnungen (von 0 bis 3,7) (von der Ohe, 2005). 
Thioharnstoff-Derivate mit keinem oder mit nur einem kleinen Substituenten haben auch hier 
die höchsten Toxizitätserhöhungen und sind somit am reaktivsten (Thioharnstoff: log Te = 
3,68; Methylthioharnstoff: log Te = 3,4). Zudem scheint Daphnia magna gegenüber diesen 
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sensitiver als Tetrahymena pyriformis GL zu reagieren, da Thioharnstoff ca. 36 mal reaktiver 
ist, als es bei den Ciliaten beobachtet wurde (Te = 4786,3 D.m. und Te =130,5 T.p.). Da die 
Hydroxygruppe bei 4-Hydroxyphenylthioharnstoff (log Te = 1,5 T.p.), wie zuvor beschrieben, 
kaum Einfluss auf die Reaktivität der Substanz besitzt, kann es mit Phenylthioharnstoff 
vergleichen werden. Für letzteres wurde log Te = 1,4 (D.m.) bestimmt. Auch 
Diphenylthioharnstoff (log Te = 0,5 D.m.; log Te= 0,7 T.p.) und N-Methyl-N-phenylharnstoff 
(log Te = 0,8 D.m.; log Te = 1,2 T.p.) wurden untersucht. Hier zeigt sich, dass die Ciliaten 
höhere Toxizitätserhöhungen zeigen, was wiederum bedeutet, dass sie weniger sensibel auf 
größere Substituenten reagieren.  
Thioharnstoff wurde zudem in einem aquatischen Biotest mit der Grünalge Scenedesmus 
subspicatus nach einer Exposition von 96 h untersucht, wobei log EC50 = −4,49 (umgerechnet 
von mg/L in M und logarithmiert) bestimmt wurde. In einem anderen Versuch mit der 
Fischgattung Pimephales promelas wurde log EC50 = −3,13 nach einer Exposition von 96 h 
ermittelt (WHO, 2003). Im Allgemeinen kann geschlussfolgert werden, dass komplexere 
Organismen sensitiver auf Thioharnstoff-Derivate (vor allem jene mit sterisch 
unanspruchsvollen Substituenten) reagieren als der eukaryotische Einzeller.   
 
Aus den erhaltenen Ergebnissen über die Toxizität und die Toxizitätserhöhung (Tab. 11 und 
Abb. 15) der drei Harnstoff- und neun Thioharnstoff-Derivate sowie aus den Befunden anderer 
Toxizitätsstudien (von der Ohe, 2005) konnten folgende allgemeine Aussagen für die 
Generierung eines Strukturalarms (Schema 41) abgeleitet werden.  
 • Erstens: Harnstoffe und Thioharnstoffe mit mindestens einem unsubstituierten 
Stickstoff in alpha-Position zum Carbonylkohlenstoff sind exzesstoxisch (Te > 10). 
Selbst Verbindungen mit einem sterisch anspruchsvollen Substituenten (N-
Butylthioharnstoff) oder mit zwei Substituenten an einem Stickstoffatom (N-Methyl-N-
phenylharnstoff) sind mindestens zehnmal toxischer als mit der Narkose-Basis-
Geraden vorhergesagt wird. Im Falle anderer Spezies als Tetrahymena pyriformis GL 
wie z.B. Daphnia magna darf maximal nur ein Substituent am Stickstoffatom 
gebunden sein (von der Ohe, 2005).   
 • Zweitens: Substituenten, die einen elektronenziehenden induktiven Effekt auf die 
Nachbaratome ausüben, aktivieren die nukleophile Substitution. Ein Beispiel hierfür ist 
2-Hydroxyphenylthioharnstoff (log Te = 2,2). 
 • Drittens: Aufgrund der höheren Elektronegativität des Sauerstoffatoms (3,5) im 
Vergleich zum Schwefelatom (2,5) ist Harnstoff reaktiver als das S-Analogon. Dies 
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wurde auch für die N,N’-Diphenylderivate beobachtet. Hier ist jedoch der Unterschied 
sehr deutlich, dass das Sauerstoffderivat fast neunmal reaktiver ist als die 
Thioverbindung. Monosubstituierte Phenylderivate besitzen wiederum ähnliche 
Toxizitätserhöhungen.  
 • Viertens: Mit größer werdenden Substituenten am Stickstoffatom verringert sich die 
Toxizitätserhöhung (von der Ohe, 2005).  






Z  = O,S
R1= H; Y mit R2= Y, R3= H
R2= H; Y mit R1= H,Y; 
       C6H5 mit R1,R3= H; 
       CnH2n+2 mit R1,R3= H
R3= H; CH3 mit R1= H, R2= Y  
Schema 41: Strukturalarm für Harnstoffe (Z = O) und Thioharnstoffe (Z = S), die potentiell 
exzesstoxisch (Te > 10) bezüglich der Ciliaten Tetrahymena pyriformis sind, 
wobei nur die Substituenten Rx (x = 1,2,3) in der gezeigten Konstellation auftreten 
dürfen; Y ist eine elektronenziehende Gruppe (−I-Effekt), C6H5 ist ein Phenylring 
und CnH2n+2 steht für eine Alkylgruppe, wobei diese auch verzweigt sein kann 
 
5.5.5 Aromatische Disulfide 
 
Bei den Disulfiden sind zwei Schwefelatome kovalent über eine Disulfidbrücke gebunden 
(Schema 42). Die Substituenten (R1, R2), die an den S-Atomen gebunden sind, bestimmen die 
Reaktivität und die physikochemischen Eigenschaften dieser Verbindungen. So sind 
niedermolekulare Derivate unpolar, flüchtig und leicht an ihrem markanten Geruch zu 
erkennen. Höhermolekulare Derivate dagegen sind kaum flüchtig. Disulfid-Gruppierungen 
sind in sehr vielen biologischen Systemen zu finden. Beispielsweise spielen Disulfidbrücken 
zwischen Cysteinen in der Stabilisierung der Tertiärstruktur von Proteinen eine wichtige Rolle. 
Zudem sind auch einige Naturstoffe bekannt, die Disulfidstrukturen aufweisen (Römpp, 2012). 
Hier kann als Beispiel trans-2-Butenylmethyldisulfid genannt werden, welches ein 
Pheromonbestandteil (Eckert, 2002) des Stinktiers und des Iltis ist. Dimethyldisulfid, welches 
oft in der organischen Syntheschemie Verwendung findet, wird auch spurenweise in 
Lebensmittelaromen eingesetzt (Römpp, 2012). Glutathiondisulfid, GSSG, ist die oxidierte 
Form des Glutathions, welches viele Funktionen in der Zelle übernimmt und vor allem durch 
seine Funktion in der Biotransformation von Xenobiotika in der Toxikologie bekannt ist. 
Aromatische Disulfide sind neben dem natürlichen Vorkommen auch in der industriellen 
- 118 - 
Ergebnisse & Diskussion 
Anwendung zu finden. So werden sie als Antioxidantien, zur Herstellung von Pestiziden 
(Munday, 1990) und als Aromastoffe in der Lebensmittelindustrie verwendet. Weiterhin 
kommen sie auch als Nebenprodukte in der Papierherstellung und in der Öl-aufbereitenden 
Industrie vor.  





Schema 42: Grundstruktur der Disulfide, wobei die Substituenten R1 und R2 die Eigenschaften 
und somit die Funktionen der Verbindung bestimmen  
 
Disulfide reagieren über eine Substitutionsreaktion mit endogenen thiolhaltigen Biomolekülen 
und führen zu Störungen der Proteinstruktur durch Aufbrechen von bestehenden 
Disulfidbrücken oder zu Inhibierung von Enzymen durch die Blockierung wichtiger 
Seitenketten in der funktionellen Region. Der allgemeine Reaktionsmechanismus ist in 
Schema 43 dargestellt. 









R + R1 SH
 
Schema 43: Thiolsubstitution als reaktiver Mechanismus der Disulfidverbindungen  
 
Einige aromatische Disulfidderivate aber auch Dipyridyldisulfide, reagieren mit 
enzymatischen Thiolgruppen, wie beispielweise der Aldehyddehydrogenase (Kitson, 1982), 
der Lipoxygenase (Egan, 1985) oder der Acetylcholinesterase (Mochida, 2009). Die –SH-
Guppen befinden sich oft im aktiven Zentrum des Enzyms, wodurch es durch eine Interaktion 
zu Konformations- und Funktionsänderungen des Enzyms kommen kann (Kitson, 1982). Die 
aus einer Substitutionsreaktion entstehenden Thiole können durch Enzyme des Phase-I-
Metabolismus der Biotransformation, wie beispielsweise die Monooxygenasen CYP450 oder 
FMO, schrittweise über Sulfen- und Sulfin- zu Sulfonsäure oxidiert werden. Wie in Kapitel 
5.5.4 beschrieben sind diese Verbindungen durch die geringe Elektronendichte am 
Schwefelatom sehr reaktive Verbindungen gegenüber nukleophilen Biomolekülen. 
 
Die aromatischen Disulfide und die entsprechenden Thiole bilden Redoxpaare, welche mit 
anderen redoxaktiven Molekülen über Redoxzyklisierungsreaktionen interagieren. Bei diesen 
Redoxreaktionen können reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie freie Radikale, 
Superoxidradikale und Wasserstoffperoxid gebildet werden (Munday, 1985a). Diese Produkte 
sind wahrscheinlich für die hohe Toxizität der Verbindungen verantwortlich (Munday, 1989). 
Die Redoxreaktion mit reduziertem Glutathion, GSH, (Dalman, 1964; Munday, 1985a) in 
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Anwesenheit von NADPH, welches anschließend ebenfalls oxidiert wird, kann zu 
aromatischen Thiolen führen, die mit Oxyhämoglobin interagieren (Schema 44). Bei dieser 
Ein-Elektronenoxidation der Thiole und Reduktion des Hämoglobins wird das zweiwertige 
Eisen zum weniger Globin-affinen dreiwertigen Eisen oxidiert. Diese oxidative Denaturierung 
des Hämoglobins führt zur Bildung von Heinz-Körpern (Aggregation des Hämoglobins) in 
den Erythrozyten. Die gebildeten Heinz-Körper binden an die innere Seite der Zellmembran, 
was wiederum Zellfunktionsstörungen auslöst. Dieser gesamte Prozess wird oxidative 
hämolytische Anämie (Munday, 1985b) genannt.  
  











Schema 44: Redoxzyklisierung der Disulfidverbindungen und Bildung von reaktiven 
Sauerstoffverbindungen (nach Munday, 1985a)  
 
Munday nimmt an, dass das Eisen des Hämoglobins katalytische Funktionen der 
Redoxreaktion übernimmt (Munday, 1989). Metz et al. dagegen gehen davon aus, das Kupfer 
die katalytische Funktionen übernimmt und die Redoxreaktion auslöst. Da das 
Hämoglobinsystem in vielen Organismen vorkommt, sind die aromatischen Disulfide 
allgemein als redoxaktiv und toxisch anzusehen (Metz, 1972). 
Die Redoxreaktion mit GSH (Schema 44) löst weitere Redoxreaktionen aus. Die entstehenden 
oxidativen Spezies sind für die In-vivo-Toxizität der Stoffklasse verantwortlich (Munday 
1985a, 1989).  
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Disulfide entweder durch eine Thiolsubstitution 
oder durch eine Redoxzyklisierung eine irreversible Schädigung der Zelle bzw. des 
Organismus bewirken. Welche dieser Reaktionen in den Ciliaten abläuft, kann mithilfe des 
Wachstumshemmtest nicht geklärt werden. Nichtsdestotrotz, wird die Wirkstärke als auch das 
Auftreten einer reaktiven Reaktion detektiert und somit geklärt, ob überhaupt eine der beiden 
theoretischen Mechanismen in den Ciliaten auftritt. Zudem wurde diese Substanzklasse bisher 
nur in wenigen aquatischen Systemen untersucht (US EPA, 2002), weshalb noch keine 
allgemeine Aussage über die Wirkung getroffen werden kann. Deshalb wurden in der 
vorliegenden Arbeit sieben aromatische Disulfide untersucht, welche mit den entsprechenden 
physikochemischen Parametern, den Toxizitätswerten und den Toxizitätserhöhungen in 
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Tabelle 12 aufgelistet sind. Bei diesen Verbindungen handelt es sich um symmetrische 
Derivate, bei denen die Substituenten R1 und R2 gleich sind. 
   
Schema 45: Strukturen der untersuchten aromatische Disulfide (Tab. 12): 1A) 2,2’-
Dithiobis(5-nitropyridin), 2A) 2,2’-Dipyridyldisulfid, 1B) 4-Nitrophenyldisulfid, 
2B) Diphenyldisulfid, 1C) Bis(4-Methoxyphenyl)-disulfid, 2C) Dibenzyldisulfid, 
1D) Bis(4-chlorphenyl)-disulfid 
 
Aus Tabelle 12 ist zu entnehmen, dass es sich bei den sieben Substanzen um nicht flüchtige 
Verbindungen handelt (fg < 2,12 %). Die Konzentrationsminderung durch Sorptionsprozesse 
steigt mit zunehmender Hydrophobie auf bis zu 37,25 % (Bis-4-chlorphenyldisulfid) an. Der 
log Kow-Bereich geht von 1,57 (2,2’-Dithiobis-5-nitropyridindisulfid) bis 5,60 (Bis-4-
chlorphenyldisulfid) und ist somit vier Zehnerpotenzen groß. Die ermittelten Toxizitäten 
gehen dagegen nur über 0,6 log-Einheiten von −4,66 ± 0,06 (Bis-4-Methoxyphenyldisulfid) 
bis −5,30 ± 0,02 (Dibenzyldisulfid). Falls es sich um narkotisch-wirkende Substanzen handeln 
würde, wäre der Toxizitätsbereich 0,9-mal so groß wie der Hydrophobie-Bereich. Da der 
Toxizitätsbereich nur sein klein ist, ist davon auszugehen, dass bei den hydrophileren 
Substanzen ein reaktive Reaktionsmechanismus dominiert während die hydrophoberen 
Substanzen narkotisch wirken.   
 
Die Ergebnisse sind in einer Gegenüberstellung der Werte log EC50 und log Kow in Abbildung 
16 dargestellt. Für die graphische Darstellung und Abgrenzung des Narkosebereiches wurde 
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die Narkosebasisgerade (durchgezogene Linie) nach Gleichung 28 und ein log Te = 1 (Glg. 4) 
verwendet.  
             
Abbildung 16: Log EC50 der sieben aromatische Disulfide (schwarze Kreise) nach einer 
Expositionszeit von 24 h als Funktion des log Kow, die Narkose-Basislinie (Glg. 
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Tabelle 12: Übersicht über die sieben aromatischen Disulfide, deren log Kow-Werte, die Fraktionen in den einzelnen Phasen fg, fs und fw, und die 




















2,2’-Dithiobis(5-nitropyridin) 1A 2127-10-8 1,57 0,00 5,86 94,14 −4,80 ± 0,01 2,41 9,3 ± 2,3 
2,2’-Dipyridyldisulfid 2A 2127-03-9 1,93 0,00 8,66 91,33 −4,70 ± 0,01 1,99 5,6 ± 1,1 
4-Nitrophenyldisulfid 1B 100-32-3 3,94 0,00 24,32 75,68 −4,82 ± 0,05 0,33 1,2 ± 0,2 
Diphenyldisulfid 2B 882-33-7 4,41 2,07 27,98 70,53 −5,05 ± 0,04 0,13 2,4 ± 0,4 
Bis(4-Methoxyphenyl)disulfid 1C 5335-87-5 4,47 0,02 28,45 71,53 −4,66 ± 0,06 −0,31 1,3 ± 0,2 
Dibenzyldisulfid 2C 150-60-7 5,29 0,99 34,84 64,52 −5,30 ± 0,02 −0,40 3,4 ± 0,5 
Bis(4-chlorphenyl)disulfid 1D 1142-19-4 5,60 1,76 37,25 61,64 −5,15 ± 0,02 −0,82 5,8 ± 1,6 
a Die log Kow-Werte wurden mithilfe der EpiSuite v3.20 (EPA, 2009) Datenbank ermittelt. Die Fraktionen fg, fs und fw wurden mithilfe der Gleichungen 13, 24 und 25 bestimmt. 
EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der Verbindung, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurden. Die Hill Anstiege sind 
der Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurven (Glg. 17). Die nominalen EC50-Werte wurden von Anja Schilawa innerhalb einer Studienarbeit angefertigt (Schilawa, 2012). 
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Wie aus den erhaltenen Ergebnissen (Tab. 12, Abb. 16) hervorgeht, sind allein die 
Pyridinderivate 2,2’-Dithiobis-5-nitropyridindisulfid (log Te = 2,4) und 2,2’-Dipyridyldisulfid 
(log Te = 2,0) exzesstoxisch. Alle anderen fünf Verbindungen zeigen logarithmierte 
Toxizitätserhöhungen < 0,4 und sind somit eindeutig im Narkosebereich.  
Die strukturähnlichen Verbindungen 2,2’-Dithiobis-5-nitropyridindisulfid und Bis-4-
Nitrophenyldisuldfid sowie 2,2’-Dipyridyldisulfid und Diphenyldisulfid besitzen jeweils nur 
einen Toxizitätsunterschied von 0,02 und 0,35 log-Einheiten. Da jedoch der log Kow um 2,5 
log-Einheiten variiert, sind auch die Te-Werte und damit die Reaktivität sehr unterschiedlich 
(Te ist vom Kow abhängig, siehe Glg. 4). In den reaktiven Verbindungen ist jeweils ein 
Stickstoffatom vorhanden, wodurch die Elektronendichte im Ring stark vom Stickstoffatom 
abgezogen wird. Die Pyridinringe sind im Vergleich zu den Phenylringen elektronenärmer und 
sollten eigentlich die Oxidationsgeschwindigkeit und damit die Toxizität verringern (Munday, 
1985a, 1989). Da dies in dieser Arbeit jedoch nicht beobachtet wurde, ist davon auszugehen, 
dass die aromatischen Disulfide nicht primär eine Redoxzyklisierung in den Ciliaten eingehen. 
Die Stickstoffatome sind nur über ein Kohlenstoffatom an die Schwefelatome gebunden, 
weshalb der –I-Effekt des N-Atoms auch die Elektronendichte der S-Atome beeinflussen 
könnte. Diese würden dadurch elektrophiler und so für eine nukleophile Substitution aktiviert 
werden. Der Unterschied in den Toxizitätserhöhungen zwischen aromatischen Disulfiden mit 
und ohne Pyridinringen beträgt jedoch zwei Zehnerpotenzen. Dies kann vermutlich nicht allein 
auf induktive Effekte zurückzuführen sein.  
 
Pyridine können aufgrund des Stickstoffatoms nukleophile aromatische Substitutionen, SNAr, 
eingehen. Durch den Elektronenzug sind gerade die Kohlenstoffatome C-2, C-4 und C-6 des 
Sechsrings für eine nukleophile Reaktion aktiviert. Das Disulfidanion würde im Falle einer 
SNAr als Abgangsgruppe fungieren (Schema 46). Da die Phenylringe der übrigen 
aromatischen Disulfidderivate nicht aktiviert sind, ist auch deren Reaktivität gemindert, was 
durch die geringen log Te Werte belegt werden kann. 
2,2’-Dithiobis-5-nitropyridindisulfid ist um das 2,6-fache reaktiver als 2,2’-Dipyridyldisulfid 
(Te = 257). Durch die zwei gebundenen elektronenziehenden Nitrogruppen (−M, −I) an den 
Pyridinringen wird die Elektronendichte der Aromaten zusätzlich reduziert und für eine SNAr 
aktiviert. 
 























Schema 46: Nukleophile aromatische Substitution der Pyridindisulfide als potentieller 
reaktiver Toxizitätsmechanismus  
 
Für die Formulierung eines Strukturalarms (Schema 47) für die aromatischen Disulfide 
wurden die Toxizitätserhöhungen der Stoffe herangezogen und folgende zwei allgemeine 
Aussagen abgeleitet.  
 • Erstens: Allein aromatische Disulfide, deren aromatischen Ringe ein Stickstoffatom 
enthalten, sind exzesstoxisch. Diese reagieren vermutlich über eine nukleophile 
aromatische Substitution mit endogenen nukleophilen Gruppen. Die Disulfidgruppe ist 
bei diesen Verbindungen wahrscheinlich nicht die reaktive Gruppe. Diese Ergebnisse 
stehen im Widerspruch zu den Resultaten, welche in der Literatur beschrieben wurden 
(Munday, 1985a, 1985b). Hier wurde in komplexen multizellularen Organismen oft 
beschrieben, dass diese Verbindungsklasse über eine Thiolsubstitution oder einer 
Redoxzyklisierung mit endogenen –SH-Gruppen von Proteinen reagiert. In dieser 
Arbeit konnte kein Indiz gefunden, welche belegen, dass diese Reaktionen in 
Tetrahymena pyriformis GL stattfinden.    
 • Zweitens: Elektronenziehende Substituenten am Pyridinring wie beispielsweise eine 
Nitrogruppe erhöhen durch die Erhöhung der Elektrophilie des Ringes die Reaktivität 
der Verbindung. 





R = H, Y
 
Schema 47: Strukturalarm der aromatischen Disulfide, die potentiell exzesstoxisch (Te > 10, 
siehe Glg.4) bezüglich Tetrahymena pyriformis sind, Y steht für 
elektronenziehende Substituenten  
- 125 - 
Ergebnisse & Diskussion 
5.5.6 Nitroverbindungen   
 
Zu den Nitroverbindungen werden alle organischen Verbindungen gezählt, bei denen eine 
Nitrogruppe anstelle eines Wasserstoffatoms oder eines Kohlenstoffatoms vorhanden ist 
(Römpp, 2012). Im Allgemeinen unterscheidet man zwischen aliphatischen und aromatischen 
Nitroverbindungen. Die –NO2-Gruppe ist durch die zwei elektronegativen Sauerstoffatome 
und durch den elektronegativen Stickstoffatom eine Gruppe, die einen elektronegativen 
induktiven Effekt auf die Nachbaratome ausübt. Die N-C-Bindung ist polarisiert, wobei die die 
Elektronendichte auf Seiten der Nitrogruppe liegt. In ungesättigten konjugierten Systemen ist 
–NO2 aufgrund des negativen mesomeren Effektes zusätzlich elektronenziehend, was eine 
nukleophile Reaktion an den Nachbaratomen begünstigt. 















R = Alkyl, Phenyl, Pyridyl
 
Schema 48: Grundstruktur der Nitroverbindungen; R steht für eine Alkyl-, Phenyl- oder eine 
Pyridylgruppe  
 
Natürliche Nitroverbindungen sind zahlreich in Pflanzen und Tieren bspw. als Pheromone zu 
finden. Industriell werden jedoch vor allem synthetische Nitroverbindungen verwendet, die 
Einsatz als Sprengstoffe, Reinigungsmittel, Treibstoffzusätze, Lösungsmittel oder in der 
chemischen Synthese von Anilin, Polyurethanen, Bioziden, Insektiziden und Lösungsmitteln 
finden (Römpp, 2012).    
Fraktionen aliphatischer und aromatischer Nitroverbindungen werden in der Biotransformation 
der Organismen über verschiedene reaktive Intermediate zum entsprechenden Amin reduziert 
(Schema 49) (Marquardt, 2004).  



















Schema 49: Reduktiver Metabolismus der Nitroverbindungen zu reaktiven Intermediaten und 
Metaboliten  
 
Dabei lösen die Ausgangsstoffe und die Produkte, aber vor allem die Intermediate 
unterschiedliche toxische Effekte im Organismus aus. Es ist bekannt, dass einige aliphatische 
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Nitroverbindungen kanzerogen (IARC, 1999b; Toxnet, 2005) und allergen sind (Webb, 2002) 
sowie reizend wirken (Toxnet, 2012). Einige aromatische Nitroverbindungen dagegen sind 
mutagen (Rinkus, 1979), ebenfalls kanzerogen (Toxnet, 2012), zytotoxisch (O’Brien, 1990) 
und proteintoxisch (IARC, 1996). 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden 13 aliphatische und aromatische Nitroverbindungen auf 
ihre aquatische Toxizität im Ciliaten-Wachstumshemmtest untersucht. Die Ergebnisse hierzu 
und die substanzspezifischen Eigenschaften sind in der Tabelle 13 angegeben. Einige der 
nominalen EC50-Werte wurden von Anja Laqua während einer Diplomarbeit ermittelt.  
 
Wie aus der Tabelle 13 hervorgeht, besitzen die untersuchten Verbindungen einen log Kow von 
−1,07 (2-Hydroxy-5-nitropyridin) bis 2,96 (6-Nitrochilolin). Es handelt sich somit um 
hydrophile Verbindungen. Der Konzentrationsverlust durch Flüchtigkeit oder Sorption ist < 18 
% (fg < 11%, fs < 17%). Der Toxizitätsbereich ist drei Zehnerpotenzen groß und reicht von 
−1,49 (Nitromethan) bis −4,44 (4-Nitropyridin-N-Oxid).  
 
Innerhalb der aliphatischen Nitroverbindungen verringert sich der log EC50 mit zunehmender 
Alkylkettenlänge. Eine zusätzliche CH2-Guppe erhöht hier die Toxizität um 0,6 bis 1,5 log-
Einheiten. Auch die Position der Nitrogruppe hat einen Einfluss auf die Toxizität. So zeigt 
sich, dass die Toxizität für eine Verbindung mit einer nicht-terminalen NO2-Gruppe (2-
Nitropropan) um 0,6 log-Einheiten höher ist als die Toxizität einer Substanz mit einer 
endständigen (1-Nitropropan).  
 
Nitrobenzol besitzt mit einem log EC50 = −3,09 eine vergleichbare Toxizität wie die 
aliphatischen Derivate. Ein zusätzlicher Substituent in para-Stellung zu −NO2, bspw. eine 
−OH-Gruppe, erhöht die Toxizität um 1,1 log-Einheiten (log EC50 = −4,18). Dagegen wird die 
Toxizität mit einem Stickstoffatom im Ring, welches meta zu −NO2 steht, vermindert. Durch 
zusätzliche para-Substituenten an den meta-Pyridinen kann jedoch die Toxizität, je nach Art 
des Substituenten, erhöht werden (−2,75 bis −3,71). Im Falle des 4-Nitropyridin-N-oxids ist 
ein Sauerstoffatom am Pyridinstickstoff gebunden, welches para zur NO2-Gruppe steht. Durch 
Mesomerie ist die negative Ladung des Sauerstoffs delokalisiert und die Toxizität erhöht (EC50 
= −4,44).  
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Tabelle 13: Übersicht über die 13 aliphatische und aromatische Nitroverbindungen, deren log Kow-Werte, Hydrolysehalbwertszeit t1/2, die 
Fraktionen in den einzelnen Phasen fg, fs und fw, und die experimentell bestimmten Toxizitäten nach 24 h Exposition, welche zur Berechnung 

















 Hill Anstieg 
log IGC50c 
M 
Nitromethan 1A 75-52-5 −0,35 2,7 0,0 97,3 −1,49 ± 0,04 0,81 1,6 ± 0,2 −− 
Nitroethan 2A 79-24-3   0,18 4,4 0,0 95,6 −2,90 ± 0,05 1,74 1,5 ± 0,2 −− 
1-Nitropropan 3A 108-03-2   0,87 7,8 0,4 91,8 −3,49 ± 0,04 1,72 1,3 ± 0,1 −2,01c 
2-Nitropropan 4A 79-46-9   0,93 10,4 0,9 88,9 −4,15 ± 0,04 2,33 1,0 ± 0,1 −− 
2-Hydroxy-5-nitropyridin 1B 5418-51-9 −1,07 0,0 0,0 100,0 −2,75 ± 0,09b 2,71 1,3 ± 0,3 −− 
4-Nitropyridin-N-oxid 2B 1124-33-0 −0,92 0,0 0,0 100,0 −4,44 ± 0,03 4,27 2,3 ± 0,3 −− 
3-Nitropyridin 3B 2530-26-9   0,62 0,0 0,0 100,0 −2,82 ± 0,06b 1,28 1,1 ± 0,2 −− 
2-Amino-5-nitropyridin 4B 4214-76-0   0,93 0,0 0,9 99,1 −3,18 ± 0,01b 1,36 4,4 ± 0,8 −3,22c 
2-Methoxy-5-nitropyridin 1C 5446-92-4   1,16 0,0 2,7 97,3 −3,00 ± 0,03b 0,98 1,8 ± 0,2 −2,99c 
2-Chlor-5-Nitropyridin 2C 4548-45-2   1,27 0,1 3,5 96,3 −3,71 ± 0,03b 1,59 2,4 ± 0,5 −3,80c 
Nitrobenzol 1D 98-95-3   1,81 2,3 7,7 90,2 −3,09 ± 0,05b 0,49 1,3 ± 0,2 −3,14c 
4-Nitrophenol 3C 100-02-7   1,92 0,0 8,6 91,4 −4,18 ± 0,03b 1,48 2,1 ± 0,4 −4,42c 
6-Nitrochinolin 4C 613-50-4   2,96 1,0 16,7 82,5 −3,62 ± 0,05 0,00 1,9 ± 0,4 −− 
a Die log Kow-Werte wurden mithilfe der EpiSuite v3.20 (EPA, 2009) Datenbank ermittelt. Die Fraktionen fg, fs und fw wurden mithilfe der Gleichungen 13, 24 und 25 bestimmt. 
EC50 [mol/L] ist die effektive Konzentration der Verbindung, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurden. Die Hill Anstiegs sind 
die Anstiege der Konzentrations-Wirkungs-Kurven (Glg. 17).bNominale EC50-Werte wurden von Anja Laqua während einer Diplomarbeit ermittelt (Laqua, 2009). cIGC50 ist dem 
EC50 gleichzusetzen und wurde aus der Literatur entnommen (Gagliardi, 2005, Ellison, 2008, Seward, 2002a, 2002b)   
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Schema 50: Strukturen der Nitroverbindungen (Tab. 13): 1A) Nitromethan, 2A) Nitroethan, 
3A) 1-Nitropropan, 4A) 2-Nitropropan, 1B) 2-Hydroxy-5-nitropyridin, 2B) 4-
Nitropyridin-N-oxid, 3B) 3-Nitropyridin, 4B) 2-Amino-5-nitropyridin, 1C) 2-
Methoxy-5-nitropyridin, 2C) 2-Chlor-5-Nitropyridin, 3C) 4-Nitrophenol, 4C) 6-
Nitrochinolin, 1D) Nitrobenzol 
 
In der Literatur wurden die effektiven Konzentrationen für eine 50% Wachstumshemmung der 
Ciliaten, log IGC50, für sechs der 13 untersuchten Verbindungen veröffentlicht (Tab. 13). Ein 
Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit zeigt, dass kaum eine Abweichung zwischen den 
Resultaten zu beobachten ist. Allein für 1-Nitropropan wurde in der Literatur ein um 1,48 log-
Einheiten größere effektive Konzentration (geringere Toxizität) angegeben. Der Grund hierfür 
liegt sehr wahrscheinlich in der unterschiedlichen Methodik.   
 
Aus Tabelle 13 und Abbildung 17 geht hervor, dass innerhalb der aliphatischen 
Nitroverbindungen allein Nitromethan eine Toxizitätserhöhung im narkotischen Bereich 
aufweist. Die Te-Werte der drei anderen Derivate dagegen liegen zwischen 52,6 und 216,1 und 
sind exzesstoxisch. In der Literatur (Shaw, 1990) wird beschrieben, dass im wässrigen 
Medium unter physiologischen Bedingungen in einer Gleichgewichtsreaktion Nitroalkane zu 
Nitronat deprotoniert werden (Schema 51).  
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Abbildung 17: Toxizität der aliphatische Nitroverbindungen (schwarze Kreise) und 
aromatische Nitroverbindungen (weiße Kreise) als Funktion der Hydrophobie; 
Narkose-Basis-Gerade (durchgezogene Linie, Glg. 28) und Te = 10 (gestrichelte 
Linie) sind ebenfalls dargestellt.  
 
Beide Verbindungen, Nitroalkan und Nitronat, werden durch Enzyme wie der 
Nitroalkanoxidase (vorkommend in Bakterien und Pilzen) oder der Flavin-abhängigen 
Nitronatmonooxygenase (vorkommend in Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Amphibien) zum 
entsprechenden Aldehyd und Nitrit umgesetzt (Francis, 2008, Heasley, 1996; Gadda, 1999, 
2010).  
Andererseits können Nitroverbindungen enzymatisch bis zum Amin reduziert werden. In 
Schema 51 sind die beschriebenen Biotransformationen graphisch dargestellt. 



































Schema 51: Mögliche Biotransformationen der Nitroalkane, wobei zum einen das 
entsprechende Aldehyd und Nitrit resultiert (Enzyme: Nitroalkanoxidase und 
Nitronatmonooxygenase) und zum anderen über eine schrittweise enzymatische 
Reduktion das Amin gebildet wird (Enzym: Nitroreduktase) (nach Gadda, 2010). 
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Die Nitronatderivate sind im Allgemeinen reaktiver als die Nitroalkane (Heasley, 1996). 
Jedoch sind sie in wässriger Umgebung sehr instabil. 
 
Eine weitere mögliche Reaktion der aliphatischen Nitroverbindungen wäre eine unimolekulare 
nukleophile Substitution unter leicht sauren Bedingungen. Bei dieser SN1-Reaktion wird im 
ersten Schritt die Nitro-Gruppe protoniert und abgespalten, wobei ein Carbokation entsteht. 
Dieses ist umso stabiler, je mehr elektronenschiebende Alkylsubstituenten am 
elektronenarmen Kohlenstoffatom gebunden sind. Im zweiten Schritt greift das Nukleophil an. 





















Schema 52: SN1-Mechanismus als möglicher reaktiver Toxizitätsmechanismus der 
aliphatischen Nitroverbindungen unter leicht sauren Bedingungen 
 
Je stabiler das Carbokation ist, desto leichter kann es nach dem ersten Schritt entstehen. Zwar 
ist es durch die elektronenschiebenden Gruppen nicht sehr elektrophil, dennoch ist ein 
Elektronenmangel an dem Kohlenstoffatom vorhanden und ein nukleophiler Angriff 
begünstigt. 2-Nitropropan besitzt den höchsten Te unter den untersuchten aliphatischen 
Nitroverbindungen. Durch die zwei elektronenschiebenden Methylgruppen wird das 
Carbokation nach der Abspaltung von HNO2 am besten stabilisiert. 1-Nitropropan und 
Nitroethan dagegen besitzen nur einen Alkylsubstituenten. Ihre Te-Werte sind auch sehr 
ähnlich, was die Theorie des SN1-Mechanismus bekräftigt. Nitromethan hat keinen 
Substituenten und kann somit nicht stabilisiert werden. Die Reaktivität ist vermindert und es 
wirkt narkotisch.  
 
Abgesehen von Nitrobenzol und 6-Nitrochinolin sind alle untersuchten aromatischen 
Nitroverbindungen exzesstoxisch, wobei die maximale Toxizitäterhöhung (Te = 18728) für 4-
Nitropyridin-N-oxid bestimmt wurde. 2-Methoxy-5-nitropyridin liegt mit log Te = 0,98 im 
Grenzbereich zwischen Narkose und Exzesstoxizität.  
Von den Nitropyridinen ist bekannt, dass sie über eine nukleophile aromatische Substitution 
reagieren können. Durch den elektronegativen Pyridinstickstoff ist die Elektronendichte vom 
Ring abgezogen. Zudem ist die NO2-Gruppe ebenfalls elektronenziehend, wodurch ein 
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nukleophiler Angriff zusätzlich begünstigt ist. Dieser findet bevorzugt an der ortho- und para-
Position zum Pyridinstickstoff statt, jedoch immer an dem Kohlenstoffatom, an dem die 
Abgangsgruppe gebunden ist. Als Abgangsgruppe kann in der SNAr der Substituent R als auch 
die Nitrogruppe fungieren (Schema 53). 4-Nitropyridin-N-oxid hat mit Abstand die höchste 
Toxizitätserhöhung. Durch die para-Stellung der Nitrogruppe zum Pyridinstickstoff ist die 
negative Ladung des Sauerstoffs delokalisiert. Die Substitution würde am C4 (para-Position 
zum Pyridin-N) stattfinden und NO2 würde als Abgangsgruppe fungieren.  
Bei 3-Nitropyridin würde im Falle einer SNAr der nukleophile Angriff am C3-Atom 
stattfinden. Aufgrund der Elektronendichteverteilung im Ring ist diese Position für einen 
nukleophilen Angriff ungünstig. Dies spiegelt sich auch in der Toxizitäterhöhung wider (Te = 
1,3, fast 3 log-Einheiten geringer als 4-Nitropyridin-N-oxid).  
Bei den anderen 3-Nitropyridinen, die einen zweiten Substituenten an der ortho-Position zum 
Pyridinstickstoff besitzen, findet der nukleophile Angriff an diesem ortho-Kohlenstoffatom 
statt (Schema 53). Durch den negativen induktiven Effekt des Substituenten R, wird das 
α-Kohlenstoffatom positiv polarisiert und der nukleophile Angriff an dieses C-Atom aktiviert. 
Ein Vergleich der ortho-substituierten 3-Nitropyridine zeigt, dass Methoxysubstituent (log Te 
= 1,0) die Toxizitätserhöhung und wahrscheinlich auch die Reaktivität stärker mindert als ein 
3-Nitropyridin (log Te = 1,3) ohne zusätzlichen Substituenten. Aus den Ergebnissen ergibt sich  
folgende Reihenfolge für die Toxizitätserhöhung der 3-Nitropyridine: −OH > −Cl > −NH2 > 












































Schema 53: Nukleophile aromatische Substitution der 3-Nitropyridine mit einem 
Substituenten am C-2-Atom 
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Ein Vergleich der strukturverwandten Substanzen 2-Hydroxy-5-Nitropyridins (log Te = 2,7) 
und 4-Nitrophenol (log Te = 1,5) zeigt, dass die Reaktivität durch die Anwesenheit eines 
Stickstoffatoms im Ring um 1,2 log-Einheiten erhöht wird. 
In der Literatur wird beschrieben, dass Nitroaromaten in der Biotransformation diverse 
reaktive Metaboliten bilden, die unter anderem für die Mutagenität verantwortlich sind. Bei 
der Redoxzyklisierung der Nitroaromaten können reaktive Sauerstoffspezies entstehen, die 
sehr viele irreversible Schädigungen der Zelle verursachen können. In Schema 54 ist der 
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Schema 54: Metabolismus der aromatischen Nitroverbindungen am Beispiel des Nitrobenzols; 
NR steht für Nitroreduktase, OxyHb bedeutet Oxyhämoglobin; MetHb ist 
Methämoglobin, P-SH ist ein Protein mit SH-Gruppe bspw. vom Cystein, GSH ist 
das Glutathion, Hb-SH ist eine SH-Gruppe des Hämoglobins, NAT1, NAT2 sind 
die N-Acetyltransferasen 1 und 2, UGT ist die UDP-Glucuronosyl-Tranferase und 
COX1, 2 sind die Cyclooxygenase 1 und 2 (nach Marquartd, 2004); Rot 
gekennzeichnet sind die irreversibel gebildeten Produkte, die für die Toxizität des 
Nitrobenzols verantwortlich sind. 
 
Aus den erhaltenen Ergebnissen über die Toxizität und die Toxizitätserhöhung der 13 
aliphatischen und aromatischen Nitroverbindungen konnten folgende allgemeine Aussagen zur 
Ableitung eines Strukturalarms (Schema 55) abgeleitet werden.  
 • Erstens: Nitroalkane mit einer Alkylkette, die mehr als ein Kohlenstoffatom 
beinhaltet, sind exzesstoxisch.  
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 • Zweitens: Nitroalkane mit einer nicht-terminalen Nitrogruppe besitzen eine höhere 
Toxizitätserhöhung und Reaktivität als aliphatische Nitroverbindungen mit einer 
terminalen NO2-Gruppe. 
 • Drittens: Aromatische Nitroverbindungen, die einen elektronenziehenden 
Substituenten in ortho- oder para-Stellung zur NO2-Gruppe besitzen, sind 
exzesstoxisch. 
 • Viertens: Durch das elektronegative Stickstoffatom sind Nitropyridine reaktiver in 
einer SNAr als deren Benzolanaloga. 
 • Fünftens: Eine para-Nitrogruppe zum Pyridin-N erhöht den Te und die Reaktivität. 
Dagegen mindert eine Nitrogruppe in der meta-Position die Reaktion, wenn diese als 
Abgangsgruppe fungiert. 
 • Sechstens: Der −I-Effekt des ortho-Substituenten und die darauffolgende 
Polarisierung des benachbarten Kohlenstoffatoms im Ring der 3-Nitropyridinderivaten, 
aktiviert dieses C-Atom für einen nukleophile Angriff und beeinflusst maßgeblich die 
Reaktivität der Verbindungen. Folgende Reaktivitätsordnung wurde beobachtet:  





Rortho/para = Y 
CA oder CB = N,    R = H, Y
         
R NO2
R = CnH2n+2 (n < 5)
 
Schema 55: Strukturalarme der aliphatischen und aromatischen Nitroverbindungen, die 
potentiell exzesstoxisch (Te > 10, (siehe Glg. 4)) bezüglich der Ciliaten 
Tetrahymena pyriformis GL sind; Y steht für elektronenziehende Substituenten.  
 
5.5.7 Vergleich der Expositionszeiten 
 
Der Organismus Tetrahymena pyriformis GL durchläuft mit der Zeit verschiedene 
Wachstumsphasen. In Kapitel 5.2 konnten diese für die vorliegenden Testbedingungen in 
Zeitabschnitte eingeteilt werden. So befinden sich die Ciliaten nach 24 h in der exponentiellen 
Wachstumsphase (log-Phase), in der ein gleichmäßiger und kontinuierlicher Anstieg der 
Zellzahl zu beobachtet ist. Nach 48 h befindet sich der Einzeller in einer Übergangsphase. In 
diesem Stadium steigt die Zellzahl zwar weiterhin an, jedoch nicht in dem Maße wie es in der 
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vorhergehenden log-Phase zu beobachten war. Nach 72 h liegt die stationäre Phase vor, in der 
keine Zellteilung mehr stattfindet.  
Schon in Kapitel 5.4.2 konnte für Narkotika gezeigt werden, dass nach einer Expositionszeit 
von 24 h vergleichbare Toxizitäten gemessen werden können wie nach einer Expositionszeit 
von 48 h. Da die Reduzierung der Expositionszeit eine Optimierung des Testsystems ist, 
wurden in dieser Arbeit für alle reaktiven Substanzen die Toxizität nach 24 h ermittelt.  
Nun stellt sich die Frage, ob diese auch vergleichbar mit den Toxizitäten nach 48 h bzw. nach 
72 h für reaktive Substanzen sind.  
In Abbildung 18 sind die log EC50-Werte (Tab. 22 im Anhang) nach den jeweiligen 
Expositionszeiten gegeneinander aufgetragen. Die Ergebnisse nach 24 h wurden für die 
Prüfung der Vergleichbarkeit auf der x-Achse und die 48 h- bzw. 72 h- Ergebnisse auf die y-
Achse aufgetragen. 



























Abbildung 18: Vergleich der Toxizitäten (mol/L) nach den Expositionszeiten 24 h und 48 h 
(blaue Kreise) sowie 24 h und 72 h (gelbe Kreise). Die durchgezogene schwarze 
Linie repräsentiert die ideale Korrelation der Datenpunkte. 
 
Der log Kow-Bereich der untersuchten Substanzen erstreckt sich über 6 Zehnerpotenzen von 
−1,20 bis 5,17. Die log EC50-Werte umfassen dagegen 5 Zehnerpotenzen und reichen von −5,3 
bis −0,3. Beide Bereiche sind hinreichend groß, um eine allgemeine Aussage für alle 
Expositionszeiten bezüglich des Endpunktes Wachstumshemmung treffen zu können. Die 
log EC50-Werte der höheren Expositionszeiten wurden als Funktion der log EC50-Werte nach 
24 h Exposition gesetzt, wodurch folgende Gleichungen erhalten werden konnten: 
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Aus Abbildung 18 und den Gleichungen 32 und 33 kann entnommen werden, dass die 
Anstiege in beiden Gleichungen nahezu 1 ist. Zudem betragen die Korrelationskoeffizienten r² 
= 0,98 in beiden Gleichungen. Dies bedeutet, dass der log EC5024 h sehr gut mit dem 
log EC5048 h sowie mit dem log EC5072 h korreliert und nahezu übereinstimmt. Somit ändert sich 
die Wirkung der Xenobiotika nach 24 h nicht mehr.   
 
5.5.8 Vergleich der Toxizitätsergebnisse mit Literaturwerten 
 
In der Literatur gibt es viele veröffentlichte Toxizitätswerte verschiedenster Substanzklassen, 
die mit einer anderen Methode als in dieser Arbeit beschrieben, ermittelt wurden (Aptula, 
2002; Gagliardi, 2005; Ellison, 2008; Schultz 1990,1994,1997a,b, 2003, 2004, 2005a,b, 
2007a,b,c; Seward, 2002a,b). In den vorhergehenden Kapiteln 5.5.1 bis 5.5.7 wurden die 
experimentell bestimmten Toxizitätswerte (log EC5024h) mit diesen veröffentlichten Daten (log 
IGC50) für jede Stoffklasse einzeln verglichen. In diesem Kapitel soll nun ein globaler 
Vergleich aller Substanzen gezeigt werden, die mit den unterschiedlichen Methoden ermittelt 
wurden. In Abbildung 19 sind die logarithmierten Toxizitätswerte gegeneinander dargestellt, 
wobei auf der x-Achse die log EC5024h-Werte und auf der y-Achse die log IGC50-Werte 
aufgetragen sind.  
In der Literatur wurden die Toxizitäten nach 40 h und 48 h ermittelt. In dem Kapitel 5.5.7 
konnte gezeigt werden, dass sich die Toxizität nach 24 h nicht mehr ändert, weshalb die log 
EC5024h-Werte mit den veröffentlichten Werten verglichen werden können. In Tabelle 14 sind 
die Substanzen und deren Toxizitätswerte sowie die Differenzwerte zwischen den zwei 
Methoden aufgelistet. 
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Abbildung 19: Vergleich der log EC50-Werte (mol/L) nach einer Expositionszeit von 24 h mit 
den log IGC50-Werten (mol/L) (Tab. 14) der Substanzenklassen: Narkotika 
(schwarze Sterne), Thioharnstoffe (weiße Kreise), Chinone (rote Dreiecke), 
Zimtaldehyde (grüne Quadrate), α,β-ungesättigte Carboxylate (gelbe Kreise), 
Nitroverbindungen (rosa Kreise) und α-halogenierte Carbonyle (blaue Kreise). 
Die durchgezogene schwarze Linie repräsentiert die ideale Korrelation der 
Datenpunkte. 
 
Insgesamt wurden 42 gemeinsame Substanzen mit beiden Assays bestimmt. Um die 
Übereinstimmung der Werte zu quantifizieren, wurden die log IGC50-Werte als Funktion der 
log EC5024h-Werte gesetzt: 
  log IGC50 = 0,97 (± 0,07) log EC5024h − 0,035 (± 0,26)    (34) 
  n = 42, r² = 0,85, rms =0,50, = 0,84, rmscv = 0,53, F1,41 = 192,25 2cvq
 
der Anstieg von 0,97 aus der Gleichung 34 zeigt, dass die Toxizitätswerte gut miteinander 
korrelieren. Der Korrelationskoeffizient von 0,85 drückt dies prinzipiell ebenfalls aus. Hier 
zeigt sich aber, dass die Methoden eben nur gut korrelieren und nicht gleich zusetzen sind.  
 
Zwischen den Methoden treten Differenzen von bis zu 1,53 log-Einheiten auf. Wie in den 
vorherigen Kapitel schon beschrieben wurde, basieren die Toxizitätswerte log IGC50 auf 
nominalen Konzentrationswerten, welche in einem gasdurchlässigen System im Bioassay 
eingebracht wurden. Die log EC5024h-Werte dagegen basieren auf bioverfügbaren 
Konzentrationen, welche in einem geschlossenem System angesetzt wurden. Die Unterschiede 
zwischen log IGC50 und log EC5024h sollten somit aus den physikochemischen Charakter der 
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Substanzen (Flüchtigkeit, Sorptionsverhalten) resultieren. Zudem ist die 24-h-Messung 
sensitiver als die 40-h- bzw. 48-h-Messung, da erste nur die exponentielle Wachstumsphase 
repräsentiert.  
 
Von den 42 Substanzen haben 22 Stoffe gleichzusetzende Werte (|∆| ≤ 0,1 log-Einheiten), 
während für 15 Stoffe sich die Konzentrationsminderungen durch die physikochemischen 
Eigenschaften bemerkbar machen und der log EC5024h  kleiner als der log IGC50 ist. Eine 
Korrelation zwischen dieser Differenz der Toxizitätswerte, |∆|, und den Fraktionen fs und fg 
bzw. fw konnte jedoch nicht gefunden werden. Die Substanz mit dem höchsten fg- oder fs-Wert 
zeigt nicht die höchste Toxizitätsdifferenz.  
 
Verwunderlich ist zudem, dass für die folgenden sieben Substanzen ein log IGC50 kleiner als 
ein log EC5024h ermittelt wurde: 4-Nitrophenol, 2-Bromacetophenon, 1,4-Hydrochinon, 2,6-
Dimethoxy-1,4-benzochinon, Ethanol, Phenylpropiolaldehyd und 2-Methoxy-1,4-
hydrochinon. Alle sieben Substanzen sind hydrophil, nicht flüchtig (fg < 0,7%) und sorbieren 
kaum (fs < 11%). 
 
Da alle log IGC50 laut Literaturangabe sowie alle log EC5024h für die jeweilige Substanz 
mehrfach ermittelt wurden und reproduzierbar sind, kann die Messtechnik eine mögliche 
Ursache für die Differenz sein. In dieser Arbeit wurde die Zellzahl der intakten Zellen 
gemessen, während zur Bestimmung des IGC50-Wertes die optische Dichte der Probe 
bestimmt wurde. Jedoch sollten auch diese Methoden miteinander vergleichbar sein, da sie 
beide die Wirkung auf denselben Endpunkt, das Wachstum, ermitteln. 
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Tabelle 14: Übersicht aller gemeinsam untersuchter Substanzen nach den zwei Methoden zur Bestimmung der Toxizität im Wachstumshemmtest mit den 
Ciliaten Tetrahymena pyriformis mit den jeweiligen Toxizitätswerten und den Differenz, |∆|, zwischen den Toxizitätsdaten. 
Name log EC5024h [M] log IGC50a [M] |∆|  Name log EC5024h [M] log IGC50a [M] |∆| 
1,2-Hydrochinon −3,76 ± 0,03 −3,75 0,01  Ethanol −0,55 ± 0,02 −1,01 0,44
1,2,4-Trichlorbenzol −4,47 ± 0,02 −4,08 0,37  Ethylchloracetat −4,03 ± 0,11 −4,06 0,03
1,3-Hydrochinon −3,07 ± 0,03 −2,35 0,69  Ethylpropiolat −4,97 ± 0,03 −4,70 0,24
1,4-Hydrochinon −3,14 ± 0,08 −3,47 0,24  Butinsäureethylester −3,68 ± 0,22 −3,51 0,05
1-Dodekanol −5,13 ± 0,00 −5,16 0,03  Ethylacrylat −3,82 ± 0,05 −3,52 0,25
1-Heptanol −3,07 ± 0,08 −3,11 0,04  Isobutylacrylat −4,29 ± 0,03 −3,29 0,97
1-Hexanol  −2,57 ± 0,03 −2,62 0,02  Methanol −0,25 ± 0,02 −0,33 0,06
1-Nitropropan −3,49 ± 0,04 −2,01 1,43  Methylacrylat −3,73 ± 0,03 −3,55 0,15
1-Oktanol  −3,86 ± 0,02 −3,58 0,26  Methylbromacetat −5,06 ± 0,02 −4,96 0,07
2,6-Dimethoxybenzo-1,4-chinon −4,61 ± 0,08 −4,99 0,29  Hexinsäuremethylester −3,60 ± 0,15 −3,76 0,02
2-Amino-5-nitropyridin −3,18 ± 0,01 −3,22 0,03  Oktinsäuremethylester −3,97 ± 0,04 −4,04 0,04
2-Bromacetophenon −5,59 ± 0,02 −5,82 0,22  Methylcinnamat −4,20 ± 0,15 −3,58 0,47
2-Butanon −1,21 ± 0,04 −1,25 0,00  Nitrobenzol −3,09 ± 0,05 −3,14 0,01
2-Chlor-5-nitropyridin −3,71 ± 0,03 −3,8 0,05  n-Propylacrylat −4,25 ± 0,03 −3,53 0,68
2-Methoxy-1,4-hydrochinon −3,65 ± 0,02 −5,20 1,53  p-Benzochinon −5,22 ± 0,02 −5,3300 0,09
2-Methoxy-5-nitropyridin −3,00 ± 0,03 −2,99 0,01  Phenylpropiolaldehyd −4,21 ± 0,02 −5,02 0,79
2-Pentanon −1,79 ± 0,06 −1,78 0,01  Propylbromacetate −5,46 ± 0,07 −5,31 0,08
4-Nitrophenol −4,18 ± 0,03 −4,42 0,21  p-Xylol −3,99 ±  0,11 −3,25 0,64
Aceton −0,86 ± 0,02 −0,8 0,04  tert-Butylacrylat −3,59 ± 0,04 −2,36 1,20
Benzol −2,82 ± 0,08 −2,88 0,02  Thioharnstoff −2,14 ± 0,12 −1,68 0,35
Butanol −1,72 ± 0,02 −1,57 0,12  Zimtaldehyd −3,93 ± 0,04 −3,68 0,21
a Aptula, 2002; Gagliardi, 2005; Ellison, 2008; Schultz 1990,1994,1997a,b, 2003, 2004, 2005a,b, 2007a,b,c; Seward, 2002a,b   
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5.6 Toxizität binärer Mischungen  
 
In diesem Kapitel werden binäre Mischungen auf ihre Toxizität im Wachstumshemmtest mit 
Tetrahymena pyriformis GL untersucht. Diese Mischungen sind aus den Einzelstoffen 
zusammengesetzt, deren Toxizitäten im vorangegangenen Kapitel 5.5 bestimmt und für die 
Mechanismen und Wirkweisen diskutiert wurden.  
 
Es erfolgt eine Gegenüberstellung der Ergebnisse der Kombinationsversuche, welche aus 
festen Konzentrations-Mischungs-Verhältnissen der Prüfsubstanzen bestanden und für die 
komplette Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen aufgenommen wurden. Zudem wurden die 
konzeptionellen Erwartungswerte jeder Mischung berechnet. Diese sind die erwarteten Werte, 
welche mit Hilfe der biometrischen Modelle der Konzentrations-Additivität und der 
Unabhängigen Wirkung (Kapitel 3.6.1) erstellt wurden. Zur Beurteilung der 
Kombinationswirkungen werden die berechneten lokalen Abstandsmaße, IPQKA und IPQUW, 
für jedes Konzept verwendet. Für die Überprüfung der Ergebnisse werden zudem 
Isobologramme der binären Mischungen generiert. Die Mischungen wurden nach den 
Verhältnissen der EC50-Werte der Einzelstoffe gebildet. Hierzu wurden Narkotika, 
Michaelakzeptoren und SN2-Reaktanden ausgewählt. Die Einzelstoffe wurden nach dem 
Kriterium gewählt, nur nach einem reaktiven Mechanismus im Organismus zu reagieren und 
keine Substituenten zu besitzen, die diesen Reaktionsweg negativ beeinflussen oder die selbst 
eine reaktive funktionelle Gruppe sind.   
 
Für jeden Mischungsversuch wurden, wie in Kapitel 4.2. beschrieben, eine binäre Mischung 
aus dem Vielfachen eines festen Verhältnisses der EC50-Werte der Einzelstoffe gebildet. Die 
Konzentrations-Wirkungs-Kurve wurde aus den Mischungskonzentrationen und den 
experimentell bestimmten Wachstumshemmungs-Werten ermittelt. Mithilfe der Gleichung 17 
wurde die sigmoidale Regressionskurve erstellt.  
Für die Erstellung der KA-Modellkurve diente Gleichung 6 (Kap. 3.6.1) (Herleitung der 
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In dieser Gleichung 6 ergibt sich die ideale Mischungskonzentration des KA-Modells aus den 
effektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen,  (mit i = A,B), und den relativen 





















EC          (35) 
 
Für eine gegebene prozentuale Wachstumshemmung, y, von 0% bis 100% wurde die  der 

























      (36) 
 
Die Regressionsparameter max, min, EC50 und Hill Anstieg sind die berechneten Parameter 
der Regressionskurve der Einzelsubstanz der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. 
 
Für die Erstellung der Modellkurve der Unabhängigen Wirkung wurde Gleichung 8 
(Kap.3.6.1) verwendet. 
         (8) )E(1)E1(1E BAmix −⋅−−=
 
Die Wachstumshemmung der Mischung, Emix, bei der die Substanzen unabhängig voneinander 
wirken, ergibt sich bei gegebener Konzentration aus den Effektstärken der Einzelsubstanzen. 
Diese wurden mithilfe der Gleichung 17 berechnet. Als Konzentrationswert ci wurde die 
Konzentration der Substanz in der Mischung verwendet, welche sich aus dem Produkt des 
relativen Konzentrationsanteils und der Mischungskonzentration ergibt. 




Die Fehlerbereiche der KA- und UW-Kurven ergeben sich aus den Standardabweichungen der 
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5.6.1 Toxizität binärer Mischungen ähnlich wirkender Stoffe 
 
Ähnlich wirkende Stoffe reagieren nach demselben Mechanismus mit Biomolekülen, 
beispielsweise einer Michael-Addition, oder besitzen denselben Angriffspunkt im Organismus. 
Die aquatische Toxizität der binären Mischung dieser Stoffe sollte somit mit dem 
Konzentrations-Additivitäts-Modell (siehe Kapitel 3.6.1) vorhergesagt werden können.  
Die hierzu getesteten Mischungen sind in den Tabellen 15-17 aufgeführt, wobei die EC50-
Werte der Mischung und die berechneten EC50-Werte nach dem Konzentrations-Additivitäts-
Modell (KA) und dem Modell der Unabhängigen Wirkung (UW) angegeben sind. Für die 
Beurteilung und Einordnung der Kombinationswirkung sind zudem die Abstandsmaße, Index 
of prediction quality IPQ (Grimme, 1996), aufgeführt.  
 
5.6.1.1 Narkotika  
 
In dieser Arbeit wurden drei binäre Gemische untersucht. Die Einzelstoffe waren die  
Narkotika Butanol, 4-Bromodiphenylether, Methyl-tert-butylether und Hexanol. Für alle drei 
Mischungen wurden die Mischungsverhältnisse 1:0, 0,75:0,25, 0,5:0,5, 0,25:0,75 und 0:1 
untersucht. Bei diesen Mischungen wird davon ausgegangen, dass sie konzentrationsadditiv 
wirken. Diese Theorie konnte in veröffentlichten Studien bereits bestätigt werden (Broderius, 
1995; Chen, 1995). 
 
Butanol/4-Bromdiphenylether 
In den Abbildungen 20 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Mischungen mit 
den Mischungsverhältnissen 0,25:0,75 (A), 0,5:0,5 (B) und 0,75:0,25 (C) sowie die jeweilige 
KA- (orange) und UW-Modell-Kurve (blau) dargestellt. Die Bereiche, bei denen sich die 
Modelle überlappen sind gelb gekennzeichnet. Wie aus diesen Abbildungen hervorgeht, 
überlappen bei allen drei Mischungsverhältnissen die Modellkurven. Für eine eindeutige 
Zuordnung der Mischungstoxizität zu einem der biometrischen Modelle sollten die 
Modellkurven in einem gewissen Abstand nebeneinander liegen und sich weder kreuzen noch 
überlappen.  
 
In Abbildung 20 A sind die Ergebnisse der Mischung mit dem EC50-Werte-Verhältnis 
0,25:0,75 dargstellt. In dieser ist zu sehen, dass bis zu einer Konzentration von 2,2 mM die 
experimentellen Daten oberhalb der Modellkurven liegen. Zwei der zehn Datenpunkte 
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befinden sich im KA-Bereich, wobei sie eine Hemmung von 40% bis 50% verursachen. 
Abgesehen von den zwei niedrigsten Konzentrationswerte (0% Hemmung) liegen die anderen 
5 Datenpunkte links neben den Modellkurven. Dies und die Lage der Regressionskurve der 
experimentellen Daten (schwarze Linie) lassen auf ein synergistisches Verhalten der 
Mischungskomponenten schließen. In Tabelle 15 sind die experimentell bestimmten EC50-
Werte und die EC50KA- und EC50UW-Werte aufgelistet. Der EC50 = 2,52 ± 0,75 mM der 
0,25:0,75-Mischung liegt im EC50KA-Bereich. Der zugehörige IPQKA-Wert (0,52) verdeutlicht 
die leichte Unterschätzung der experimentellen Toxizität. Der EC50UW-Bereich reicht von 2,57 
mM bis 6,49 mM. Auch in diesem liegt der experimentelle EC50-Wert mit dem Standardfehler. 
Das Abstandsmaß beträgt IPQUW= 0,85. Die Unterschätzung der Toxizität ist durch das UW-
Modell größer als durch das KA-Modell. Da jedoch mit beiden Modellen den experimentelle 
EC50 überschätzt wird, können diese 0,25:0,75-Mischung als synergistisch eingestuft werden. 
 
In Abbildung 20 B sind die Ergebnisse der 0,5:0,5-Mischung zusehen. Die experimentellen 
Daten liegen in unmittelbarer Nähe links vom Konzentrations-Additivitäts-Modell. Fünf der 
zehn Datenpunkte sind sogar im KA-Bereich zu finden. Da die Regressionskurve ab einer 
Konzentration von 3 mM links neben der KA-Modellkurve verläuft, scheinen die 
Mischungskomponenten sich leicht in ihrer Wirkung zu verstärken (Synergismus). Der 
experimentelle EC50 beträgt 5,10 ± 1,15 mM und kreuzt allein den EC50KA-Bereich (5,33 mM 
...9,94 mM) und nicht den EC50UW-Bereich (6,75 mM...12,1 mM). Die Abstandsmaße betragen 
IPQKA = 0,57 und IPQUW = 0,96 und verdeutlichen die Unterschätzung der Toxizität durch 
beide Modelle. Jedoch ist zu sagen, dass das KA-Modell den experimentellen Wert besser 
abschätzt als das UW-Modell. Die Mischungskomponenten Butanol und 4-Bromdiphenylether 
verhalten sich im 0,5:0,5-Verhältnis eher synergistisch. 
 
In Abbildung 20 C ist die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der 0,75:0,25-Mischung mit 
den entsprechenden Modellkurven dargestellt. In dieser Abbildung zeigt sich, dass die 
experimentellen Datenpunkte im Konzentrationsbereich von 3mM (5% Hemmung) bis 12,8 
mM (38% Hemmung) unterhalb der Modellkurven liegen. Anschließend liegen die Daten 
sowie die Regressionskurve im UW-Bereich und im überlappenden Modellbereich. Für diese 
Mischung scheint das Modell der Unabhängigen Wirkung das bessere Vorhersagemodell zu 
sein. Der experimentelle EC50-Wert dieser Mischung beträgt 16,15 ± 2,21 mM und kreuzt 
sowohl den EC50KA- (9,71..14,34) sowie auch den EC50UW-Bereich (11,57..15,56). Aus diesen 
Werten kann schon abgelesen werden, dass durch die Modelle die Toxizität der 0,75:0,25-
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Mischung überschätzt wird. Die Abstandsmaße betragen IPQKA = −0,29 und IPQUW = −0,15 
und zeigen, dass das UW-Modell das bessere Vorhersagemodell für diese Mischung ist. Die 
Mischungskomponenten wirken in dieser Konstellation der Substanzen eher unabhängig.   
A B  
C D  
Abbildung 20: (A-C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Mischungen Butanol/4-
Bromdiphenylether (schwarze Kreise), zusammengesetzt aus den jeweiligen 
Verhältnissen der EC50-Werte (A) 0,25:0,75, (B) 0,5:0,5 und (C) 0,75:0,25 sowie 
die KA- (orange) und UW-Modell-Kurvenbereiche (blau) (überlappende Bereich  
ist gelb). (D) Isobologramm der drei Mischungen bei einer 50% Wirkung mit der 
KA-Isobolen und den KA-Fehlerbalken, welche sich aus den Standardfehlern der 
EC50-Werte der Einzelstoffe ergeben (gestrichelte Linien).   
 
In Abbildung 20 D ist das Isobologramm der Mischung aus Butanol und 4-Bromdiphenylether 
dargestellt. Dieses Diagramm stellt den Querschnitt der Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen der Mischungen bei einer Wachstumshemmung von 50% graphisch dar. Für die 
Erstellung des Isobologramms wurden die in den einzelnen Mischungen enthaltenen 
Konzentrationen der Einzelsubstanzen, welche in Summe den EC50 der Mischung ergeben, 
nach Gleichung 37 berechnet. Aus diesem Isobologramm kann entnommen werden, dass die 
Mischungen 0,25:0,75 und 0,75:0,25 den KA-Bereich kreuzen. Die 0,5:0,5-Mischung dagegen 
liegt etwas unterhalb des KA-Bereiches. Der UW-Bereich konnte für dieses Isobologramm 
leider nicht dargestellt werden. Nichtsdestotrotz ist dieser Graphik zu entnehmen, dass die 
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Mischungen mit den Verhältnissen 0,25:0,75 und 0,5:0,5 unterhalb der KA-Isobolen liegen 
und somit toxischer sind als der ideale EC50KA-Wert. Die 0,75:0,25-Mischung befindet sich 
oberhalb der KA-Isobolen und ist etwas weniger toxisch. Dieser Befund bestätigt die 
Ergebnisse der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen. 
Da die biometrischen Modelle sehr dicht nebeneinander liegen und sogar überlappende 
Bereiche auftreten, scheinen sie für die Auswertung der Mischung aus Butanol und 4-
Bromdiphenylether nicht optimal geeignet und sensitiv genug zu sein. Aus den hierzu 
vorgestellten Ergebnissen kann für eine 50% Wirkung entnommen werden, dass sich die  
Substanzen mit zunehmender Fraktion an 4-Bromdiphenylether eher synergistisch verhalten. 
Bei einer überwiegenden Butanol-Fraktion in der Mischung können die Substanzen als  
konzentrationsadditiv bis unabhängig wirkend interpretiert werden.  
Da der Verlauf der Regressionskurve der experimentellen Daten nicht gleich den Verläufen 
der biometrischen Modelle entspricht, werden beispielsweise für eine 25%ige oder 75%ige 
Wachstumshemmung andere Ergebnisse erhalten. Bei einer 25%igen Wirkung sind die 
experimentellen Daten der 0,25-0,75- und der 0,5:0,5-Mischung im Konzentrations-Additiven-
Bereich, während der EC25 der 0,75:0,25-Mischung eindeutig größer ist als durch das UW-
Modell berechnet werden kann (Abb. 20 A-C).    
 
Butanol/Methyl-tert-butylether 
In Abbildung 21 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der experimentellen Daten 
der Mischungsverhältnisse 0,25:0,75, 0,5:0,5 und 0,75:0,25 sowie die KA- (orange) und UW-
Modell-Kurven (blau) dargestellt. Die überlappenden Bereiche der Modelle sind gelb 
gekennzeichnet. Wie aus diesen Abbildungen hervorgeht, überlappen die Modellkurven bei 
den Mischungen 0,25:0,75 und 0,5:0,5 nur in den niedrigsten und höchsten 
Konzentrationsbereichen. Zwischen 20%- und 90%-Hemmung liegen die Modelle dagegen 
nebeneinander, wodurch ein antagonistischer KA-Bereich bzw. ein synergistischer UW-
Bereich entsteht. Die Modellkurven der Mischung mit den Fraktionen 0,75:0,25 liegen 
komplett aufeinander. Hier kann keine Unterscheidung der besseren Toxizitätsberechnung 
durch die Modelle getroffen werden.  
 
In Abbildung 21 A sind die Ergebnisse der Mischung mit dem EC50-Werte-Verhältnis 
0,25:0,75 dargstellt. In dieser ist zu sehen, dass ab einer Konzentration von 11 mM (20% 
Hemmung) die experimentellen Daten und die Regressionskurve in größeren 
Konzentrationsbereichen liegen als mit beiden Modellen berechnet wird. Die 
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Mischungskomponenten können als unabhängig wirkend interpretiert werden. Aus dem 
Vergleich des experimentell bestimmten EC50-Wertes und der EC50KA- und EC50UW-Bereiche 
kann entnommen werden, dass die Mischungstoxizität (EC50 = 22,03 ± 6,31 mM, Tab. 15) 
größere ist als mit den Modellen berechnet wird, jedoch der Wert den UW-Bereich (18,74 
mM..20,65 mM) kreuzt. Der zugehörige IPQUW-Wert (−0,13) verdeutlicht die leichte 
Überschätzung der experimentellen Toxizität. Das Abstandsmaß des KA-Modell beträgt 
IPQKA = −0,73 und verdeutlicht den großen Abstand zwischen dem experimentellen und den 
berechneten Wert nach dem KA-Modell.  
 
In Abbildung 21 B sind die Ergebnisse der 0,5:0,5-Mischung zusehen. Die experimentellen 
Daten liegen abgesehen vom Punkt 28,16 mM / 61%, welcher zudem einen sehr großen 
Fehlerbereich aufweist, auf dem UW-Bereich. Die Regressionskurve liegt in höheren 
Konzentrationsbereichen als mit den Modellen berechnet wurde. Die Mischungskomponenten 
scheinen somit unabhängig voneinander zu wirken. Da der Anstieg der Regressionskurve 
etwas geringer ist als die Anstiege der Modellkurven, wird mit steigender Konzentration der 
Abstand zwischen den Modellkurven und der Regressionskurve größer. Der experimentelle 
EC50 beträgt 18,74 ± 2,47 mM und ist größer als der EC50-KA-Bereich (13,68 mM..15,98 
mM), jedoch kreuzt er den EC50-UW-Bereich (20,99 mM..23,60 mM). Die Abstandsmaße 
betragen IPQKA = −0,26 und IPQUW = 0,19 und verdeutlichen die Überschätzung der Toxizität 
durch das KA-Modell und die Unterschätzung durch das UW-Modell. Aus der Lage des EC50-
Wertes kann entnommen werden, dass die Toxizität dieser Mischung bei einer 50% Wirkung 
im synergistischen UW-Bereich liegt.  
 
In Abbildung 21 C ist die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der 0,75:0,25-Mischung mit 
den entsprechenden Modellkurven dargestellt. Die Modellkurven liegen bei dieser Mischung 
direkt aufeinander, wodurch eine Unterscheidung dieser kaum getroffen werden kann. Zudem 
weisen die experimentellen Daten relativ hohe Fehlerbalken auf, was eine Zuordnung zu den 
biometrischen Modellen nicht vereinfacht. Da jedoch die Daten und die zugehörige 
Regressionskurve ab einer Konzentration von 11 mM rechts neben den Modellkurven liegen, 
scheinen die Mischungskomponenten unabhängig zu wirken. Der experimentelle EC50-Wert 
dieser Mischung ist 19,96 ± 2,89 mM und kreuzt sowohl den EC50KA- (15,27 mM..17,40 mM) 
sowie auch den EC50UW-Bereich (18,55 mM..22,90 mM). Die Abstandsmaße betragen IPQKA = 
−0,22 und IPQUW = 0,04. Da der IPQUW näher an der Null liegt als der IPQKA-Wert, wird der 
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experimentell bestimmte EC50-Wert besser durch das UW-Modell vorhergesagt. Die 
Mischungskomponenten wirken in dieser Konstellation der Substanzen eher unabhängig.   
A B  
C D  
E  
Abbildung 21: (A-C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Mischung Butanol/Methyl-
tert-butylether (schwarze Kreise), zusammengesetzt aus den jeweiligen 
Verhältnissen der EC50-Werte (A) 0,25:0,75, (B) 0,5:0,5 und (C) 0,75:0,25 sowie 
den KA- (orange) und den UW-Modellen (blau) (überlappende Bereich ist gelb 
gekennzeichnet). (D, E) Isobologramm bei einer Effektstärke von 50% (D) und 
75% (E) mit den Bereichen der Modelle KA und UW.  
 
In Abbildung 20 D ist das Isobologramm der Mischung aus Butanol und Methyl-tert-
butylether dargestellt. Wie zuvor schon beschrieben, ist ein Isobologramm die 
Querschnittsansicht der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Mischungen bei einer 
bestimmten Wachstumshemmung. In diesem Fall wurden 50% Effektstärke gewählt. In 
- 147 - 
Ergebnisse & Diskussion 
- 148 - 
diesem Isobologramm ist auch der Bereich des UW-Modells dargestellt. Die Kurven wurden 
aus den theoretischen Konzentrationen erstellt, welche den EC50UW der idealen Mischung 
ergeben (Glg. 8, 37). Aus diesem Isobologramm kann entnommen werden, dass die alle drei 
Mischungen mit den Verhältnissen 0,25:0,75, 0,5:0,5 und 0,75:0,25 oberhalb der KA-Isobolen 
liegen. Die Mischungen 0,75:0,25 und 0,5:0,5 kreuzen jedoch mit den Fehlerbereichen den 
KA-Bereich. Da sich die Modelle im Fall der 0,75:0,25-Mischung überlagern, befindet sich 
auch die Toxizität im Isobologramm in beiden Bereichen. Jedoch ist der Punkt im UW-
Bereich. Die Toxizität der Mischung 0,25:0,75 liegt oberhalb der UW-Kurve wobei die 
Fehlerbalken in den antagonistischen KA-Bereich ragen. Diese Befunde bestätigen die 
Ergebnisse der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen. 
 
Da der Verlauf der Regressionskurve der experimentellen Daten auch für diese Mischungen 
(siehe Butanol/4-Bromdiphenyletehr) nicht gleich den Verläufen der biometrischen Modelle 
entspricht, werden beispielsweise für eine 25%ige oder 75%ige Wachstumshemmung andere 
Ergebnisse erhalten. In Abbildung 21 E ist das Isobologramm bei einer Effektstärke von 75% 
dargestellt. Aus diesem geht hervor, dass zum einen die experimentellen Daten viel größere 
Fehlerbereiche aufweisen und zum anderen nun alle Mischungstoxizitäten oberhalb des UW-
Modells liegen und somit unabhängig wirken.  
 
Somit zeigt sich, wie wichtig es ist sich den gesamten Konzentrations-Wirkungs-Verlauf 
anzusehen und auch mehrere Mischungsverhältnisse zu untersuchen. Da jedoch die 50%-
Effektstärke sich als Referenzwert in der Toxikologie durchgesetzt hat und als der 
Toxizitätswert gilt, wird auch weiterhin diese Effektstärke betrachtet.  
 
Hexanol/4-Bromdiphenylether 
In Abbildung 22 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der experimentellen Daten 
der Mischungsverhältnisse 0,25:0,75, 0,5:0,5 und 0,75:0,25 sowie die KA- (orange) und UW-
Modell-Kurven (blau) dargestellt. Die überlappenden Bereiche der Modelle sind gelb 
gekennzeichnet. Wie aus diesen Abbildungen hervorgeht, liegen bei allen drei 
Mischungsverhältnissen die Modellkurven aufeinander, so dass keine Unterscheidung der 
besseren Toxizitätsberechnung durch die Modelle getroffen werden.  
 
In Abbildung 22 A sind die Ergebnisse der Mischung mit dem EC50-Werte-Verhältnis 
0,25:0,75 dargstellt. In dieser ist zu sehen, dass die experimentellen Daten große Fehler 
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aufweisen. Die Regressionskurve hat zudem einen anderen Anstieg als die Modellkurven, 
somit ist eine Zuordnung zu den Modellen erschwert. Die experimentellen Daten liegen bis zu 
einer Konzentration von 0,3 mM (20%) unterhalb und ab 0,51 mM (60%) oberhalb der 
Modellkurven. Der EC50-Wert (0,37 ± 0,04 mM) befindet sich somit genau in den Bereichen 
der Modelle. Der Vergleich des experimentellen Toxizitätswertes mit den berechneten Werten 
zeigt, dass die Mischungstoxizität im EC50-KA-Bereich (0,342 mM..0,775 mM) sowie im 
EC50-UW-Bereich (0,378 mM..0,91 mM) liegt. Mithilfe der IPQ-Werte kann jedoch gezeigt 
werden, dass die Toxizität besser durch das KA-Modell (IPQKA = 0,55) vorhergesagt wird als 
durch das UW-Modell (IPQUW = 0,81). Jedoch wird mit beiden Modellen die Toxizität 
unterschätzt.   
 
In Abbildung 22 B sind die Ergebnisse der 0,5:0,5-Mischung zusehen. Die experimentellen 
Daten (abgesehen vom Punkt 0,15 mM / 21%) sowie die Regressionskurve liegen bis zu einer 
Konzentration von 0,94 mM (52 %) auf dem Modellbereich. Anschließend liegen sie oberhalb 
der Modellkurven. Da die Regressionskurve einen steileren Anstieg als die Modellkurven 
aufweist, ist auch bei dieser Mischung die Zuordnung zu den biometrischen Modellen 
erschwert.  
Der experimentelle EC50 beträgt 0,78 ± 0,06 mM und streift allein den EC50-KA-Bereich 
(0,786 mM..1,45 mm). Die Abstandsmaße betragen IPQKA = 0,50 und IPQUW = 0,73 und 
zeigen die Überschätzung der Toxizität durch die Modelle, wobei das KA-Modell genauer die 
Toxizität dieser Mischung vorhersagt als das UW-Modell. Aus der Lage des EC50-Wertes kann 
entnommen werden, dass die Toxizität dieser Mischung bei einer 50% Wirkung als 
synergistisch interpretiert werden kann.   
 
In Abbildung 21 C ist die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der 0,75:0,25-Mischung mit 
den entsprechenden Modellkurven dargestellt. Alle experimentellen Daten sowie die 
zugehörige Regressionskurve liegen links von den Modellkurven im synergistischen Bereich.  
Der experimentelle EC50-Wert dieser Mischung ist 0,89 ± 0,22 mM und ist um einiges kleiner 
als die Konzentrationsbereiche der Modelle (EC50KA: 1,39 mM..2,07 mM; EC50UW: 1,55 
mM..2,15 mM). Die Abstandsmaße betragen IPQKA = 1,01 und IPQUW = 1,14 und 
quantifizieren die starke Überschätzung des EC50-Wertes der Mischung. 
 
In Abbildung 21 D ist das Isobologramm der Mischung aus Hexanol und 4-Bromdiphenylether 
abgebildet, wobei die Effektstärke 50% Wachstumshemmung betrug. Aus diesem kann 
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entnommen werden, dass alle drei Mischungen mit den Verhältnissen 0,25:0,75, 0,5:0,5 und 
0,75:0,25 unterhalb der KA-Isobolen im synergistischen Bereich liegen. Dieser Befund 
bestätigt die Ergebnisse der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen.  
 
Wie in den Auswertungen der vorherigen Mischungen beschrieben und gezeigt wurde, ist die 
Auswertung der Mischungstoxizität abhängig von der Effektstärke, die gewählt wird. Gerade 
wenn die Regressionskurve der experimentellen Daten einen anderen Anstieg als die 
Modellkurven aufweist, können die Mischungstoxizität jeweils in unterschiedlichen Bereichen 
liegen. In Abbildung 21 E ist das Isobologramm der Substanzen Hexanol und 4-
Bromdiphenylether für eine Effektstärke von 25 % dargestellt. Ein Vergleich mit dem 
Isobologramm der 50%igen Wachstumshemmung zeigt, dass bei kleineren Wirkungen die 
Toxizitäten EC25 der Mischungen 0,25:0,75 und 0,5:0,5 nun als konzentrationsadditiv 
interpretiert werden können, während die Toxizität der 0,75:0,25-Mischung im weiterhin im 
synergistischen Bereich liegt. Die Auswertung und die Zuordnung der Mischungstoxizität der 
Substanzen Hexanol und 4-Bromdiphenylether kann somit mit den Modellen der 
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C D  
E  
Abbildung 22: (A-C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Mischung Hexanol/4-
Bromdiphenylether (schwarze Kreise), zusammengesetzt aus den jeweiligen 
Verhältnissen der EC50-Werte (A) 0,25:0,75, (B) 0,5:0,5 und (C) 0,75:0,25 sowie 
die KA- (orange) und UW-Modell-Kurven (blau). Der überlappende Bereich der 
Modelle ist gelb gekennzeichnet. (D, E) Isobologramme der 50%igen (D) und 
25%igen Wachstumshemmung (E) mit dem Bereich des KA-Modells. 
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Tabelle 15: Übersicht der Toxizität binärer Mischungen der Narkotika, welche aus den Verhältnissen der EC50-Werte der Einzelstoffe 
zusammengesetzt sind. Die effektive Konzentration der Mischung, EC50, die Einzelkonzentrationen der Substanzen in der Mischung, cA und cB, die 
berechneten Modellparameter EC50 und IPQ sowie die Toxic units, TUi, und die Substanz-Effekte in der Mischung sind tabellarisch dargestellt.a 
Mischung 























Butanol / 4-Bromdiphenylether 
0:1 0 0,0056 ± 0,0026 0,0056 ± 0,026   0,00 1,00     
0,25:0,75   2,51 ± 0,75 0,0020 ± 0,0001   2,52 ± 0,75   3,83 (2,27..5,17)   0,52 0,13 0,36 4,65 (2,57..6,49)   0,85 5,38  31,10  
0,5:0,5   5,09 ± 1,15 0,0014 ± 0,0001   5,10 ± 1,15   7,99 (5,33..9,94)   0,57 0,26 0,24 10,0 (6,75..12,1)   0,96 7,60 24,32 
0,75:0,25 16,15 ± 2,21 0,0014 ± 0,0001 16,15 ± 2,21 12,51 (9,71..14,34) −0,29 0,84 0,26 14,0 (11,57..15,56) −0,15 44,67 24,32 
1:0 19,25 ± 1,08 0 19,25 ± 1,08   1,00 0,00     
Butanol / Methyl-tert-butylether 
0:1 0 9,70 ± 1,19   9,70 ± 1,19   0,00 1,00     
0,25:0,75 12,60 ± 3,61 9,44 ± 2,70 22,03 ± 6,31 12,68 (11,46..13,87) −0,73 0,65 0,97 19,54 (18,47..20,65) −0,13 29,68 39,12 
0,5:0,5 14,99 ± 1,97 3,74 ± 0,49 18,74 ± 2,47 14,84 (13,68..15,98) −0,26 0,78 0,39 22,34 (20,99..23,60)   0,19 39,76 0,00 
0,75:0,25 18,42 ± 2,67 1,53 ± 0,22 19,96 ± 2,89 16,34 (15,27..17,40) −0,22 0,96 0,16 20,75 (18,55..22,90)   0,04 53,85 0,00 
1:0 19,25 ± 1,08 0 19,25 ± 1,08   1,00 0,00     
Hexanol / 4-Bromdiphenylether 
0:1 0 0,0056 ± 0,0026 0,0056 ± 0,0026   0,00 1,00     
0,25:0,75 0,37 ± 0,04 0,0021 ± 0,0002 0,37 ± 0,04 0,575 (0,342..0,775) 0,55 0,14 0,38 0,67 (0,378..0,91) 0,81 2,83 32,14 
0,5:0,5 0,78 ± 0,06 0,0015 ± 0,0001 0,78 ± 0,06 1,17 (0,786..1,45) 0,50 0,29 0,27 1,35 (0,93..1,65) 0,73 7,99 25,52 
0,75:0,25 0,89 ± 0,22 0,0006 ± 0,0001 0,89 ± 0,22 1,79 (1,39..2,07) 1,01 0,33 0,10 1,91 (1,55..2,15) 1,14 10,02 13,74 
1:0 2,69 ± 0,19 0 2,69 ± 0,19   1,00 0,00     
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Folgendes kann aus den Ergebnissen der Mischung bestehend aus zwei Narkotika 
zusammengefasst werden: 
Die biometrischen Modelle können nur bedingt für die Auswertung der Mischungen genutzt 
werden. Da nur in zwei der neun untersuchten Mischungen die beiden biometrischen Modelle 
– Konzentrations-Additivität und Unabhängige Wirkung – getrennt nebeneinander vorliegen, 
war auch nur bei diesen eine eindeutige Zuordnung der experimentellen Toxizität zu den 
Modellen möglich.  
Grund für das Überlappen der Modellkurven könnte zum einen in dem Design der 
Mischungsexperimente liegen. Es zeigte sich, dass eine Überlappung auftritt, wenn eine 
Mischung aus einem sehr hohen EC50 und einem sehr niedrigen EC50 bestand. Eine Ausnahme 
stellt die 0,75:0,25-Mischung aus Butanol und Methyl-tert-butylether dar. 
Zum anderen könnte die Überlappung aus den hohen Fehlern der EC50-Werte der 
Einzelsubstanzen resultieren. Der Fehler von 4-Bromdiphenylether beträgt ca. 47% des 
Gesamtwertes. Jedoch betragen die Fehler von Butanol und Methyl-tert-butylether nur ca. 5 % 
bis 12 % der Gesamtwerte.  
Zudem muss erwähnt werden, dass unterschiedliche Anstiege der Regressionskurve und der 




In dieser Arbeit wurden zwei binäre Gemische der Einzelstoffe p-Benzochinon, p-
Benzochinondioxim und Ethylpropiolat untersucht. Wie in Kapitel 5.5.12 bzw. 5.5.13 
beschrieben wurde, reagieren diese Substanzen vermutlich bevorzugt nach einer 1,4-Michael-
Addition mit nukleophilen Molekülen. Da theoretisch ein gemeinsamer 
Reaktionsmechanismus vorliegt, sollten die Toxizitäten der untersuchten Mischungen mit den 
berechneten Werten des Konzentrations-Additivitäts-Modells übereinstimmen.  
In Tabelle 16 sind hierzu die Ergebnisse aufgelistet. Da die ermittelten Mischungstoxizitäten 
der binären Mischungen zwischen den Toxizitäten der Einzelstoffe liegen, wird davon 
ausgegangen, dass die Substanzen nicht unabhängig sondern konzentrationsadditiv wirken.  
 
p-Benzochinon/p-Benzochinondioxim 
In Abbildung 23 A ist die Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Mischung mit dem Verhältnis 
der Fraktionen 0,5:0,5 und die Kurven der biometrischen Modelle dargestellt. Dieser kann 
entnommen werden, dass im unteren (bis 0,03 mM) und im oberen Konzentrationsbereich (ab 
Ergebnisse & Diskussion 
- 154 - 
0,1 mM) die Modelle überlappen. Alle experimentellen Datenpunkte und die 
Regressionskurve liegen oberhalb der Modellkurven im synergistischen Bereich. Der 
experimentell bestimmte EC50-Wert der Mischung beträgt 0,035 ± 0,0026 mM (Tab. 16) und 
ist um ein Vielfaches kleiner als die EC50-Wertebereiche der biometrischen Modelle. Die 
Abstandsmaße IPQKA = 0,55 und IPQUW = 1,03 quantifizieren die starke Unterschätzung der 
Mischungstoxizität.  
 
In Abbildung 23 B ist das Isobologramm der Mischungssubstanzen p-Benzochinon und p-
Benzochinondioxim für eine Effektstärke von 50% Wachstumshemmung dargestellt. In 
diesem ist deutlich zu erkennen, dass die Toxizität der Mischung unterhalb des KA-Bereiches 
im synergistischen Wirkungsbereich liegt. Die beiden Benzochinonderivate scheinen sich in 
ihrer Wirkung zu verstärken.  
Wie zuvor beschrieben wurde, reagieren diese Substanzen vorrangig nach einer 1,4-Michael-
Addition. In Kapitel 5.5.1.3 wurde jedoch auch beschrieben, dass diese Substanzen in einer 
Redoxzyklisierung zu den entsprechenden Hydrochinonen reduziert werden können. p-
Benzochinon ist hoch toxisch (log EC50 (M) = −5,22; log Te = 4,05) und auch sehr reaktiv. p-
Benzochinondioxim ist im Vergleich dazu nur moderat toxisch (log EC50 (M) = −3,90; log Te 
= 1,58). Beide Substanzen können neben einer 1,4-Michael-Addition auch reduziert werden, 
wobei das entsprechende Hydrochinon bzw. Hydroxylamin gebildet wird. Da die Toxizität des 
p-Benzochinon sehr hoch ist und die 1,4-Michael-Addition der reaktivere Mechanismus ist, 
wird vermutet, dass diese Substanz vorrangig nach dem letztgenannten Reaktionsmechanismus 
reagiert. In der Literatur wurde bisher beschrieben, dass die Toxizität einer Mischung 
bestehend aus einer reaktiven Substanz und einer weniger reaktiven Substanz, die 
möglicherweise nach zwei Mechanismen reagiert, eher geringer ist als die berechnete Toxizität 
nach dem KA-Modell (Dawson, 2008). Die Toxizität der p-Benzochinon/p-
Benzochinondioxim-Mischung ist jedoch höher als erwartet. Die Substanzen interagieren 
entweder in irgendeiner Weise miteinander oder sie fördern die Reaktion der jeweiligen 
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A B  
Abbildung 23: (A) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Mischung p-Benzochinon/p-
Benzochinondioxim (schwarze Kreise), zusammengesetzt aus dem 0,5:0,5-
Verhältnis der EC50-Werte sowie die KA- (orange) und UW-Modell-Kurven 
(blau). Der überlappende Bereich der Modelle ist gelb dargestellt. (B) 
Isobologramm dieser Mischung mit dem KA-und dem UW-Modellbereich.  
 
p-Benzochinon/Ethylpropiolat 
In Abbildung 24 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der experimentellen Daten 
der Mischungsverhältnisse 0,25:0,75, 0,5:0,5 und 0,75:0,25 sowie die KA- (orange) und UW-
Modell-Kurven (blau) dargestellt. Die überlappenden Bereiche der Modelle sind gelb 
gekennzeichnet. Wie aus diesen Abbildungen hervorgeht, liegen bei allen drei 
Mischungsverhältnissen die Modellkurven aufeinander. Allein an den Grenzbereichen zum 
KA-Synergismus und UW-Antagonismus liegen die Modellkurven einzeln vor. Diese 
Überlappung erschwert erheblich die Bewertung, welches das bessere Berechnungsmodells für 
die experimentelle Toxizität ist. Ein Vergleich der drei Abbildungen zeigt zudem, dass mit 
zunehmendem fraktionellem Anteil an Ethylpropiolat der überlappende Bereich breiter und 
der KA-Bereich schmaler wird. 
 
In Abbildung 24 A sind die Ergebnisse der Mischung mit dem EC50-Werte-Verhältnis 
0,25:0,75 dargstellt. In dieser ist zu sehen, dass die experimentellen Daten große Fehler 
aufweisen. Jedoch liegen die Daten und die Regressionskurve im überlappenden Bereich, 
weshalb allein aus der graphischen Darstellung keine Aussage über die Güte der 
Berechnungsmodelle getroffen werden kann. Der EC50-Wert (0,0081 ± 0,0015 mM, Tab. 16) 
befindet sich im EC50-Bereich beider Modelle. Mithilfe der IPQ-Werte kann jedoch gezeigt 
werden, dass die Toxizität besser durch das KA-Modell (IPQKA = 0,19) vorhergesagt wird als 
durch das UW-Modell (IPQUW = 0,53). Jedoch wird mit beiden Modellen die Toxizität 
unterschätzt.   
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In Abbildung 24 B sind die Ergebnisse der 0,5:0,5-Mischung zusehen. Die experimentellen 
Daten liegen im Bereich der Modellkurven. Jedoch weisen sie sehr große Fehlerbalken auf. 
Zudem besitzt die Regressionskurve einen flacheren Anstieg als die Modellkurven. Somit 
befinden sich die Datenpunkte bei niedrigen Konzentrationen im konzentrationsadditiven 
Bereich und bei hohen Konzentrationen kann die Wirkung der Mischungskomponenten als 
unabhängig interpretiert werden. Der experimentelle EC50 beträgt 0,0084 ± 0,0005 mM (Tab. 
16) und befindet sich in beiden EC50-Bereichen der biometrischen Modelle. Die 
Abstandsmaße betragen IPQKA = 0,06 und IPQUW = 0,50 und zeigen eine sehr gute 
Übereinstimmung des experimentellen EC50- und dem EC50KA-Wert. Wohingegen durch das 
UW-Modell die experimentelle Toxizität leicht unterschätzt wird. 
 
In Abbildung 21 C ist die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der 0,75:0,25-Mischung mit 
den entsprechenden Modellkurven dargestellt. Aus dieser ist zu entnehmen, dass das KA-
Modell fast komplett vom UW-Modell überlagert ist. Alle experimentellen Daten sowie die 
zugehörige Regressionskurve liegen im Bereich der biometrischen Modellkurven, jedoch weist 
auch hier die Regressionskurve einen flacheren Anstieg auf als die Modellkurven. Der 
experimentelle EC50-Wert dieser Mischung ist 0,0095 ± 0,0006 mM (Tab. 16) und liegt wie 
auch schon bei den anderen Mischungsverhältnissen der p-Benzochinon/Ethylpropiolat-
Mischung beobachtet, im Wirkungsbereich der Modelle. Allein aus den Abstandsmaßen kann 
gesehen werde, dass das KA-Modell die Toxizität dieser Mischung leicht überschätzt (IPQKA 
= −0,22) während das UW-Modell den experimentellen EC50-Wert leicht überschätzt (IPQUW 
= 0,15). Da das Abstandmaß der Unabhängigen Wirkung als absoluter Wert kleiner als das 
IPQKA ist, werden die Substanzen in der Mischung als unabhängig wirkend interpretiert. 
 
In Abbildung 24 D ist das Isobologramm der Mischung aus p-Benzochinon und Ethylpropiolat 
bei einer Effektstärke von 50% Wachstumshemmung abgebildet. Aus diesem kann 
entnommen werden, dass die Toxizität der Mischung 0,75:0,25 oberhalb der KA-Isobolen im 
antagonistischen Bereich zu finden ist. Die Mischungstoxizität der 0,5:0,5-Mischung liegt 
leicht unterhalb der idealen KA-Isobolen im Bereich der Konzentrations-Additivität. Die 
Mischungstoxizität der 0,25:0,75-Mischung kann als synergistisch interpretiert werden, da sie 
im synergistischen Bereich liegt. Hierbei ist jedoch zu erwähnen, dass der Fehlerbalken den 
KA-Bereich schneidet.  
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Wie eingangs beschrieben, ist es für diese Mischung sehr schwer zu entscheiden, welches der 
beiden biometrischen Modelle die bessere Vorhersage über die Toxizität der p-
Benzochinon/Ethylpropiolat-Mischung hervorbringt. Gründe hierfür sind die großen 
Fehlerbalken der experimentellen Daten, die unterschiedlichen Verläufe der 
Regressionskurven und der Modellkurven, die breiten Bereiche der Modellkurven und die 
Überlappung der Modellkurven. Dennoch kann gesagt werden, dass die Mischungstoxizität 
mit beiden Modellen gut berechnet werden kann. 
A B  
C D  
Abbildung 24: (A-C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der p-Benzochinon/ 
Ethylpropiolat-Mischung (schwarze Kreise) der EC50-Wert-Verhältnisse (A) 
0,25:0,75, (B) 0,5:0,5 und (C) 0,75:0,25 sowie die KA- (orange) und UW-Modell-
Kurven (blau). Der überlappende Bereich der Modellkurven ist gelb 
gekennzeichnet. (D) Isobologramm dieser Mischung mit den Bereichen der 
Modelle KA und UW.  
 
- 157 - 
Ergebnisse & Diskussion 
Tabelle 16: Übersicht der Toxizität binärer Mischungen der Michaelakzeptoren, welche aus den Verhältnissen der EC50-Werte der Einzelstoffe 
zusammengesetzt sind. Die effektive Konzentration der Mischung, EC50, die Einzelkonzentrationen der Substanzen in der Mischung, cA und cB, die 
berechneten Modellparameter EC50 und IPQ sowie die Toxic units, TUi, und die Substanz-Effekte in der Mischung sind tabellarisch dargestellt.a 
Mischung 
























0:1 0 0,127  ± 0,020 0,127  ± 0,02   0,00 1,00     
0,5:0,5 0,0023 ± 0,0002 0,032  ± 0,002 0,035  ± 0,0026 0,054 (0,049..0,057)   0,55 0,38 0,25 0,071 (0,067..0,073)   1,09 1,27 21,37 
1:0 0,0060 ±0,0003 0 0,006  ± 0,0003   1,00 0,00     
p-Benzochinon/Ethylpropiolat 
0:1 0 0,0106 ± 0,0008 0,0106 ± 0,0008   0,00 1,00     
0,25:0,75 0,0006 ± 0,0001 0,0074 ± 0,0014 0,0081 ± 0,0015 0,009 (0,003..0,015)   0,19 0,11 0,70 0,0138 (0,004..0,014) 0,53 0,00 24,67 
0,5:0,5 0,0017 ± 0,0001 0,0067 ± 0,0004 0,0084 ± 0,0005 0,009 (0,003..0,013)   0,06 0,29 0,63 0,0207 (0,003..0,013) 0,50 0,00 19,31 
0,75:0,25 0,0041 ± 0,0002 0,0053 ± 0,0003 0,0095 ± 0,0006 0,008 (0,003..0,010) −0,22 0,69 0,50 0,0109 (0,003..0,019) 0,15 7,81 11,33 
1:0   0,006 ± 0,0003 0 0,0060 ± 0,0003   1,00 0,00     
aEC50 [mM] ist die effektive Konzentration der Verbindungen, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurden. Die 
Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichungen 13, 24 und 25 korrigiert. Für die Bestimmung der EC50-Werte diente die Gleichung 17.  
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5.6.1.3 SN2-Reaktanden 
 
In diesem Kapitel wurden zwei binäre Mischungen der Einzelstoffe Epoxystyrol, 1,2-
Propylenoxid und Methylbromacetat auf ihre Toxizität untersucht. Diese Substanzen reagieren 
vorrangig nach einer bimolekularen nukleophilen Substitution. Dieser Reaktionsmechanismus 
wurde in den Kapiteln 5.5.2 und 5.5.3 ausführlich beschrieben. Da die Substanzen nach 
demselben Mechanismus mit nukleophilen Molekülen reagieren, wird davon ausgegangen, 
dass sie in einer binären Mischung konzentrationsadditiv wirken. 
 
Wie schon bei den Narkotika und den Michaelakzeptoren beobachtet wurde, liegen auch die 
Mischungstoxizitäten der SN2-Reaktanden zwischen den Toxizitäten der Einzelstoffe. Dies ist 
ein Indiz dafür, dass sie sehr wahrscheinlich toxischer sind als durch das Modell der 
Unabhängigen Wirkung berechnet werden kann.   
 
Epoxystyrol/1,2-Propylenoxid 
In den Abbildungen 25 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Mischungen mit 
den Mischungsverhältnissen 0,25:0,75 (A), 0,5:0,5 (B) und 0,75:0,25 (C) sowie die jeweilige 
KA- (orange) und UW-Modell-Kurve (blau) dargestellt. Die Bereiche, bei denen sich die 
Modelle überlappen sind gelb gekennzeichnet. Wie aus diesen Abbildungen hervorgeht, liegen  
die Modellkurven bei allen drei Mischungsverhältnissen getrennt voneinander vor, so dass es 
einen antagonistischen KA-Bereich bzw. einen synergistischen UW-Bereich gibt.  
In Abbildung 25 A sind die Ergebnisse der Mischung mit dem EC50-Werte-Verhältnis 
0,25:0,75 dargstellt. In dieser ist zu sehen, dass alle experimentellen Daten (bis 4,5 mM) in 
einem niedrigeren Konzentrationsbereich liegen als durch beide Modelle berechnet wird. Bei 
einer Konzentration von 4,4 mM (83% Hemmung) schneidet die Regressionskurve, welche 
einen etwas flacheren Anstieg aufweist als die Modellkurven, die Kurve der Konzentrations-
Additivität. Aus dieser Abbildung kann geschlussfolgert werden, dass Epoxystyrol und 1,2-
Propylenoxid synergistisch in einer binären Mischung wirken. In Tabelle 17 sind die 
experimentell bestimmten EC50-Werte und die EC50KA- und EC50UW-Werte aufgelistet. Die 
Toxizität der 0,25:0,75-Mischung beträgt EC50 = 3,14 ± 0,14 mM ist kleiner als die 
berechneten effektiven Konzentrationen der biometrischen Modelle. Die Abstandsmaße sind 
IPQKA = 0,14 und IPQUW= 0,48. Die Unterschätzung der Toxizität ist durch das UW-Modell 
größer als durch das KA-Modell. Da jedoch mit beiden Modellen den experimentelle EC50 
überschätzt wird, können diese 0,25:0,75-Mischung als synergistisch eingestuft werden. 
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In Abbildung 25 B sind die Ergebnisse der 0,5:0,5-Mischung zusehen. Die experimentellen 
Daten liegen bis zu einer Konzentration 1,9 mM (19% Hemmung) auf der Konzentrations-
Additivitäts-Kurve. Ab einer Konzentration von 5,2 mM (92 %) liegen sie im UW-Bereich. 
Die Regressionskurve hat einen flacheren Anstieg als die Modellkurve, weshalb für die 
Bewertung der Übereinstimmung der Modellwerte und der experimentellen Ergebnisse die 
Effektstärke entscheidend ist. Für eine 50%ige Wachstumshemmung wurde eine effektive 
Konzentration von 3,50 ± 0,92 mM (Tab.17) ermittelt. Dieser EC50-Wert ist etwas höher als 
der EC50-Bereich des KA-Modells. Dieser reicht von 2,34 mM bis 2,52 mM. Ein Vergleich 
mit dem EC50-Bereich des UW-Modells (4,36 mM bis 4,68 mM) zeigt, dass der 
experimentelle Wert mit dem angegebenen Fehler im UW-Bereich liegt. Die zugehörigen IPQ-
Werte (IPQKA = −0,44; IPQUW = 0,29) bestätigen, dass das UW-Modell eine bessere 
Vorhersage des EC50-Wertes dieser Mischung liefert.  
In Abbildung 25 C ist die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der 0,75:0,25-Mischung mit 
den entsprechenden Modellkurven dargestellt. In dieser Abbildung zeigt sich, dass zum einen 
die experimentellen Datenpunkte große Fehlerbalken aufweisen und zum anderen in einem 
höheren Konzentrationsbereich liegen als mit den zwei biometrischen Modellen berechnet 
wurde. Der experimentelle EC50-Wert (2,56 ± 0,33 mM, Tab.17) ist um Vielfaches größer ist 
als die berechneten EC50-Werte. Die starke Unterschätzung der Mischungstoxizität wird durch 
die IPQ-Werte von −1,25 (KA) bzw. −0,75 (UW) sehr deutlich. Die Substanzen Epoxystyrol 
und 1,2-Propylenoxid wirken anscheinend unabhängig in einer binären Mischung mit den 
Fraktion 0,75 und 0,25.  
In Abbildung 25 D ist das Isobologramm der Mischungssubstanzen Epoxystyrol und 1,2-
Propylenoxid dargestellt. Wie zuvor schon erläutert, ist dieses Diagramm der Querschnitt der 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Mischungen bei einer Wachstumshemmung von 
50%. Aus diesem Isobologramm kann entnommen werden, dass die alle drei 
Mischungstoxizität in unterschiedlichen Bereichen liegen. Während die 0,25:0,75-Mischung 
etwas unterhalb der KA-Isobolen im synergistischen Bereich zu finden ist, liegt die Toxizität 
der 0,5:0,5-Mischung im antagonistische KA- bzw. synergistischen UW-Bereich. Die 
0,75:0,25-Mischungstoxizität liegt weit rechts der berechneten UW-Isobolen und ist viel 
niedriger als berechnet wurde. 
Beide Substanzen sind heterozyklische Dreiringe mit einem aliphatischen bzw. einem 
aromatischen Substituenten. In den Einzelversuchen wurde gezeigt, dass beide Substanzen 
unterschiedlich hohe Toxizitätserhöhungen aufweisen. Dieser Unterschied wurde mit den  
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Substituenteneffekten begründet. Während bei 1,2-Propylenoxid eine elektronenschiebende 
und somit desaktivierende Gruppe am elektrophilen C-Atom des Dreirings gebunden ist, 
verfügt Epoxystyrol über einen Benzolsubstituenten, der den Übergangszustand stabilisiert 
und somit die Energie des Übergangszustandes herabsetzt. Die Untersuchung der 
verschiedenen Mischungsverhältnisse zeigt, dass die Berechnung der Mischungstoxizität 
abhängig vom fraktionellen Anteil der Substanzen ist. Mit zunehmendem Anteil an 
Epoxystyrol, wird die Übereinstimmung der Werte des UW-Modells besser. Das heißt, dass 
mit steigendem Epoxystyrol-Anteil die Wechselwirkungen der Dreiringe in der Mischung zu 
nehmen. Es könnte sein, dass Epoxystyrol durch den aromatischen Ring diverse 
Wechselwirkungen mit mehreren biologischen Targetmolekülen eingeht und diese für eine 
weitere Reaktion mit 1,2-Propylenoxid blockiert.  
A B
C D  
Abbildung 25: (A-C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Epoxystyrol/1,2-
Propylenoxid-Mischung (schwarze Kreise) der EC50-Wert-Verhältnisse (A) 
0,25:0,75, (B) 0,5:0,5 und (C) 0,75:0,25 sowie die KA- (orange) und UW-Modell-
Kurven (blau). (D) Isobologramm den Substanzen dieser Mischung mit  den 
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1,2-Propylenoxid /Methylbromacetat 
In Abbildung 26 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der experimentellen Daten 
der Mischungsverhältnisse 0,25:0,75, 0,5:0,5 und 0,75:0,25 sowie die KA- (orange) und UW-
Modell-Kurven (blau) dargestellt. Die überlappenden Bereiche der Modelle, welche nur in den 
niedrigsten Konzentrationen auftreten, sind gelb gekennzeichnet. Die Modellkurven liegen 
nahe beieinander, dennoch sind antagonistische KA-Bereiche vorhanden. 
 
In Abbildung 26 A sind die Ergebnisse der Mischung mit dem EC50-Werte-Verhältnis 
0,25:0,75 dargstellt. In dieser ist zu sehen, dass die Regressionskurve der experimentellen 
Daten einen flacheren Anstieg aufweist als die Modellkurven. Dies bedeutet, dass die 
Beurteilung der biometrischen Modelle von der betrachteten Effektstärke abhängig ist. Aus 
dieser Abbildung kann somit entnommen werden, dass die Substanzen in der Mischung bis zu 
einem Effekt von 26% (2,4 mM) sich anscheinend in ihrer Wirkung verstärken (Synergismus). 
Im Konzentrationsbereich der Mischung von 2,4 mM bis 3,1 mM (36% Hemmung) wirken die 
Substanzen wahrscheinlich konzentrationsadditiv. Bis zu einer Hemmung von 52% (4,57 mM) 
treten die experimentellen Datenpunkte im antagonistischen KA-Bereich auf. Ab einer 
Effektstärke von 57% wirken die Substanzen nach der Abbildung 26 A unabhängig 
voneinander. Da sich für die Beschreibung der Toxizität einer Substanz oder einer Mischung 
die Betrachtung der 50%igen Wirkung in der Toxikologie durchgesetzt hat, wird diese 
ebenfalls für die Beurteilung der Mischungstoxizität und der biometrischen Modelle 
herangezogen. Der experimentelle EC50 beträgt 1,32 ± 0,16 mM (Tab. 17). Der KA-Bereich 
reicht von 0,96 mM bis 1,07 mM. Der EC50-Bereich des UW-Modells geht dagegen von 1,19 
mM bis 1,34 mM. Der experimentelle Wert liegt somit im UW-Bereich. Die 
Mischungskomponenten wirken anscheinend unabhängig voneinander.  
 
In Abbildung 26 B sind die Ergebnisse der 0,5:0,5-Mischung zusehen. Auch diese Mischung 
besitzt einen flacheren Anstieg als die Modellkurven. Folgende Bereiche ergeben sich daraus. 
Bis zu einer Konzentration von 1,4 mM (20% Wirkung) liegen die experimentellen Daten im 
synergistischen Bereich. Die Mischungswerte befinden bis zu einer Konzentration von 1,6 mM 
(25% Hemmung) im konzentrationsadditiven Bereich. Zwischen 1,6 mM und 3,2 mM (ca. 
50% Wirkung) liegen die Daten im antagonistischen KA-Bereich und ab 4,2 mM (65 %) 
können die Substanzen der Mischung als unabhängig wirkend interpretiert werden. Der EC50-
Wert der Mischung ist 2,63 ± 0,53 mM (Tab. 17) liegt unterhalb des Un-Bereichs im EC50-
Bereich des KA-Modells (2,02 mM bis 2,23 mM). Die Abstandsmaße von IPQKA = −0,23 und 
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IPQUW = 0,28 verdeutlichen, dass die Toxizitätsberechnung mithilfe des KA-Modells im 
Vergleich zum UW-Modell genauer ist. Jedoch muss erwähnt werden, dass die Toxizität der 
Mischung durch die Konzentrations-Additivität etwas überschätzt wird (bei 50 %iger 
Hemmung).  
In Abbildung 26 C ist die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der 0,75:0,25-Mischung mit 
den entsprechenden Modellkurven dargestellt. Wie schon bei den zuvor vorgestellten 
Mischungen der Substanzen 1,2-Propylenoxid und Methylbromacetat beobachtet werden 
konnte, ist auch der Verlauf der Regressionskurve flacher als die Modellkurven. Da die 
Modelle jedoch etwas dichter bei einander liegen, ist der antagonistische KA-Bereich kleiner. 
Zwischen den Konzentrationen 0,8 mM (35% Hemmung) und 1,8 mM (74% Hemmung) 
liegen die experimentellen Werte in den Bereichen KA, antagonistisches KA und UW. Der 
experimentelle EC50-Wert (Tab. 17) dieser Mischung ist 3,94 ± 0,79 mM und ist höher als der 
EC50-Wertebereich des KA-Modells. Jedoch liegt die Mischungstoxizität im Wertebereich des 
UW-Modells (4,41 mM… 4,78 mM). Die Abstandsmaße betragen IPQKA = −0,17 und IPQUW 
= 0,16. Die Absolutwerte dieser Abstandmaße sind nahezu gleichgroß weshalb aus diesen 
keine Wertung der Modelle getroffen werden kann.  
A B  
C D  
 Abbildung 26: (A-C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der 1,2-Propylenoxid/ 
Methylbromacetat-Mischung (schwarze Kreise) der EC50-Wert-Verhältnisse (A) 
0,25:0,75, (B) 0,5:0,5 und (C) 0,75:0,25 sowie die KA- (orange) und UW-Modell-
Kurven (blau) (überlappende Bereiche gelb) (D) Isobologramm dieser Mischung 
mit den Bereichen der Modelle KA und UW.  
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In Abbildung 26 D ist das Isobologramm der Mischung aus 1,2-Propylenoxid und 
Methylbromacetat dargestellt. Die betrachtete Effektstärke ist 50% Wachstumshemmung.  Aus 
diesem kann entnommen werden, dass die alle drei Mischungen mit den Verhältnissen 
0,25:0,75, 0,5:0,5 und 0,75:0,25 oberhalb der KA-Isobolen liegen. Während die Mischungen 
mit den Mischungsverhältnissen 0,75:0,25 und 0,5:0,5 im antagonistischen Bereich liegen, 
befindet sich die 0,25:0,75-Mischung im Bereich der Unabhängigen Wirkung. Die 
Fehlerbalken der ersten zwei genannten Mischungen schneiden den KA-Bereich und die der 
0,25:0,75-Mischung den antagonistischen Bereich. Diese Befunde bestätigen die Ergebnisse 
der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen. Zusammenfassend kann für die Mischung aus 
1,2-Propylenoxid und Methylbromacetat gesagt werden, dass die Substanzen antagonistisch 
wirkend interpretiert werden kann.  
In Tabelle 17 sind die Ergebnisse der binären Mischungen der SN2-Reaktanden aufgelistet. 
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Tabelle 17: Übersicht der Toxizität binärer Mischungen der SN2-Reaktanden, welche aus den Verhältnissen der EC50-Werte der Einzelstoffe 
zusammengesetzt sind. Die effektive Konzentration der Mischung, EC50, die Einzelkonzentrationen der Substanzen in der Mischung, cA und cB, die 
berechneten Modellparameter EC50 und IPQ sowie die Toxic units, TUi, und die Substanz-Effekte in der Mischung sind tabellarisch dargestellt.a 
Mischung 
























0:1 0 4,83 ± 0,19 4,83  ± 0,19   0,00 1,00     
0,25:0,75 0,023 ± 0,001 3,12 ± 0,14 3,14 ± 0,14 3,59 (3,45..3,72)   0,14 0,25 0,65 4,66 (4,48..4,84)   0,48 5,00 13,97 
0,5:0,5 0,075 ± 0,019 3,42 ± 0,90 3,50 ± 0,92 2,43 (2,34..2,52) −0,44  0,82 0,71 4,52 (4,36..4,68)   0,29 5,40 19,01 
0,75:0,25 0,159 ± 0,005 2,41 ± 0,08 2,56 ± 0,09 1,14 (1,10..1,18) −1,25 1,74 0,50 1,47 (1,42..1,52) −0,75 99,86   6,44 
1:0 0,091 ± 0,003 0 0,006  ± 0,0003   1,00 0,00     
1,2-Propylenoxid /Methylbromacetat 
0:1 0 0,0087 ± 0,0005 0,0087 ± 0,0005   0,00 1,00     
0,25:0,75 1,307 ± 0,156 0,0084 ± 0,0010 1,32 ± 0,16 1,02 (0,96..1,07) −0,29 0,27 0,96 1,27 (1,19..1,34) −0,11 3,11 51,49 
0,5:0,5 2,623 ± 0,529 0,0056 ± 0,0011 2,63 ± 0,53 2,13 (2,02..2,23) −0,23 0,54 0,64 3,36 (3,19..3,52)   0,28 8,09 23,65 
0,75:0,25 3,940 ± 0,794 0,0028 ± 0,0006 3,94 ± 0,79 3,36 (3,21..3,51) −0,17 0,82 0,32 4,59 (4,41..4,78)   0,16 30,16 4,83 
1:0 4,830 ± 0,190 0 4,83 ± 0,19   1,00 0,00     
aEC50 [mM] ist die effektive Konzentration der Verbindungen, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurden. Die 
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In diesem Kapitel wurden binäre Mischungen ähnlich wirkender Substanzen und deren 
Toxizität untersucht und mit den biometrischen Modellen Konzentrations-Additivität und 
Unabhängige Wirkung untersucht. Da die Mischungskomponenten einer Mischung theoretisch 
nach demselben primären Mechanismus in der Zelle reagieren, sollte die Toxizität gut mit dem 
KA-Modell vorhersagbar sein.  
Aus den vorgestellten Ergebnissen konnte jedoch gezeigt, dass die nur sieben der 19 
Mischungen konzentrationsadditiv sind, wobei hier das Kriterium gewählt wurde, dass der 
Absolutwert des IPQKA-Wertes ≤ 0,25 ist. Jedoch sind auch sieben Mischungen dem Model 
der Unabhängigen Wirkung zu zuordnen (│IPQUW│ ≤ 0,25).  
Eine sehr große Abweichung der berechneten KA-Werte wurde jedoch nur für zwei 
Mischungen beobachtet (│IPQKA│ ≤ 0,75). Diese Mischungen sind die 0,75:0,25- Hexanol/4-
Bromdiphenylether-Mischung, deren Toxizität von beiden Modellen stark unterschätzt wurde 
und die 0,75:0,25-Epoxysytrol/1,2-Propylenoxid-Mischung, deren Toxizität von beiden 
Modellen stark überschätzt wurde. Erste Abweichung vom experimentellen Wert ist jedoch für 
die Risikoabschätzung und Toxizitätsbeurteilung negativer anzusehen als eine Überschätzung 
der Toxizität einer Mischung. 
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mithilfe beider Modelle die Toxizität einer 
binären Mischung gut vorhergesagt werden kann. Jedoch kann kaum eine Beurteilung über die 
Güte eines einzelnen Modells gemacht werden.  
Die binären Mischungen wurden in dieser Arbeit mit dem Ziel untersucht, gleiche bzw. 
unähnliche primäre Wechselwirkungen zweier Substanzen mit den biologischen Targets zu 
identifizieren. Da exzesstoxische Substanzen neben dem wahrscheinlich vorrangig 
ablaufenden reaktiven Mechanismus auch Wechselwirkungen mit Membranbestandteilen 
eingehen, sollte in den Mischungsversuchen ermittelt werden, welcher der Mechanismen 
dominierend abläuft oder ob zwei Substanzen denselben primären Mechanismus besitzen. 
Leider konnte dies kaum ermittelt werden, da folgende Probleme auftraten: 
 - Überlagerung der Modellkurven, wodurch eine eindeutige Bewertung schwierig ist. 
Die Überlappung resultiert wahrscheinlich aus den Fehlerbereichen der EC50-Werte der 
Einzelsubstanzen. Wenn diese Fehler für einen der beiden Mischungskomponenten 
größer 6% des EC50 ist, lagen die Modellkurvender dazugehörigen Mischungen 
übereinander. In der Regel besitzen experimentelle Werte oft einen Fehler der 
Größenordnung 10% des Wertes der bestimmt wird. Da Streuungen in den 
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Untersuchungen der Zellzahlmessung immer auftreten und auch nicht vermieden 
werden können, ist es schwierig exaktere Werte zu bestimmen.  
 - Unterschiedliche Anstieg der Regressionskurve und der Modellkurven bewirken, dass 
für die Auswertung der Daten die Effektstärke wichtig ist. Bei einigen Mischungen 
konnten für eine 25%ig Wachstumshemmung andere Ergebnisse ermittelt werden als 
bei einer 50%igen Wachstumshemmung beobachtet wurden. Nur für zehn der 18 
Mischungen können für unterschiedliche Effektstärken gleiche Befunde bezüglich der 
Übereinstimmung der Modelle und der experimentellen Ergebnisse ermittelt werden.   
 
5.6.2 Toxizität binärer Mischungen unterschiedlich wirkender Stoffe 
 
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse zur Untersuchung der Toxizität der binären 
Mischungen verschieden wirkender Substanzen vorgestellt. Die Mischungen wurden hierfür 
aus den Substanzen gebildet, die auch schon für die binären Mischungen ähnlich wirkender 
Stoffe verwendet wurden nur das eine andere Kombination der Substanzen gewählt wurde. Die 
Einzelstoffe in der Mischung sollten einander nicht beeinflussen, so dass die Wirkung der 
einzelnen Komponenten weder verstärkt noch gemindert wird. Die Mischungstoxizität dieser 
binären Mischungen sollte mithilfe des Modells der Unabhängigen Wirkung (Glg. 7) 
vorhergesagt werden können (siehe Kapitel 3.6). 
 
5.6.2.1 Mischung aus einem Narkotikum und einer reaktiven Substanz  
 
Um zu überprüfen, ob narkotisch wirkende Stoffe (log Te < 1) und reaktive Substanzen (log Te 
> 1) primär unterschiedliche Wirkorte und Wirkmechanismen in den Ciliaten besitzen, wurden 




Für diese Mischungen wurden die Narkotika 4-Bromdiphenylether, Hexanol und der 
Michaelakzeptor p-Benzochinon, welcher stark exzesstoxisch ist (log Te-Wert = 4,05) gewählt. 
Für die Mischung 4-Bromdiphenylether/p-Benzochinon wurden die Toxizitäten von drei 
Mischungsverhältnissen und für Hexanol/p-Benzochinon der EC50 der 0,5:0,5-Mischung 
bestimmt (Tab. 18).  
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 4-Bromdiphenylether/p-Benzochinon 
In den Abbildungen 27 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Mischungen 
0,25:0,75, 0,5:0,5 und 0,75.0,25 mit den jeweiligen Modellkurven der Konzentrations-
Additivität (orange) und der Unabhängigen Wirkung (blau) dargestellt. Die überlappenden 
Bereiche der Modellkurven sind gelb gekennzeichnet. Da für alle drei Mischungsverhältnisse 
die Modellkurven nicht einzeln vorliegen, kann allein aus der graphischen Darstellung keine 
Auswertung über die Vergleichbarkeit experimenteller und berechneter Werte eines Modells 
getroffen werden. In allen drei Abbildungen ist zu sehen, dass die experimentellen Daten 
relative hohe Fehler aufweisen und die Regressionskurven der 0,25:0,75- sowie der 0,75:0,25-
Mischung einen anderen Anstieg als die Modellkurven besitzen.  
Die experimentellen Daten der 0,25:0,75-Mischung (Abb. 27A) liegen ab 0,0057 mM (30% 
Hemmung) rechts neben den Modellkurven im antagonistischen UW-Bereich. Der 
experimentelle EC50-Wert beträgt 0,009 ± 0,0008 mM (Tab. 18) und ist größer als die EC50-
Werte beider Modelle. Die Abstandmaße (IPQKA = −0,57; IPQUW = −0,34) verdeutlichen die 
Überschatzung der Toxizität dieser Mischung und zeigen, dass die Toxizität besser durch das 
UW-Modell vorhergesagt wird.  
In Abbildung 27 B ist die 4-Bromdiphenylether/p-Benzochinon-Mischung mit einem 
Mischungsverhältnis von 0,5:0,5 mit den entsprechenden Kurven der biometrischen Modelle 
dargestellt. Aus dieser geht hervor, dass die experimentellen Daten relativ hohe Fehler 
besitzen und dass sie unterhalb und ab 0,009 mM im antagonistischen UW-Bereich liegen. Ein 
Vergleich der EC50-Werte zeigt, dass auch bei diesem Mischungsverhältnis die experimentell 
bestimmte Toxizität kleiner ist als mithilfe der Modelle berechnet wurde (Tab. 18). Die 
Abstandmaße mit den Werten von −0,88 (KA) und −0,33 (UW) quantifizieren die 
Unterschätzung des EC50-Wertes der Mischung und zeigen, dass auch dieses 
Mischungsverhältnis durch das UW-Modell gut vorhergesagt werden kann. 
In Abbildung 27 C ist die 0,75:0,25-Mischung der Substanzen 4-Bromdiphenylether und p-
Benzochinon mit den entsprechenden Kurven der biometrischen Modelle dargestellt. Aus 
dieser geht hervor, dass die experimentellen Daten bis 0,01 mM unterhalb der Modellkurven 
liegen und in den höheren Konzentrationen im Grenzbereich des UW-Modells zu finden sind. 
Der EC50-Wert der Mischung (0,0095 ± 0,0012 mM, Tab. 18) liegt im EC50-Wertebereich des 
Modells der Unabhängigen Wirkung, welcher sich von 0,0036 mM bis 0,0091 mM erstreckt. 
Der EC50-Wertebereich des KA-Modells liegt in niedrigeren Konzentrationsbereichen. Der 
IPQUW beträgt −0,42. Das UW-Modell, welches die Mischungstoxizität überschätzt, ist das 
bessere Vorhersagemodell zur Abschätzung dieser Mischungstoxizität.  
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In allen drei Abbildungen 27 (A-C) ist zu sehen, dass die Regressionskurven einen 
unterschiedlichen Anstieg als die Modellkurven aufweisen. Anders als bei den zuvor 
beschriebenen Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen, muss bei dieser Mischung nicht die 
Effektstärke für die Bewertung des Berechnungsmodells mit angegeben werden. Der Grund 
hierfür ist, dass die Regressionskurven neben den Modellkurven verlaufen und diese nicht 
schneiden.  
In Abbildung 27 D ist das Isobologramm der Mischungskomponenten 4-Bromdiphenylether 
und p-Benzochinon mit den Isobolen der biometrischen Modelle dargestellt. Aus diesem 
Diagramm geht hervor, dass die drei Mischungstoxizität oberhalb des KA- und des UW-
Bereichs liegen und somit die Substanzen in der Mischung anscheinend unabhängig 
voneinander wirken.  
A B  
C D  
Abbildung 27: (A-C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der 4-Bromdiphenylether/p-
Benzochinon-Mischung (schwarze Kreise) der EC50-Wert-Verhältnisse (A) 
0,25:0,75, (B) 0,5:0,5 und (C) 0,75:0,25 sowie die KA- (orange) und UW-Modell-
Kurven (blau) (Überlappende Bereich der Modelle ist gelb) (D) Isobologramm der 
Mischungskomponenten Bromdiphenylether und p-Benzochinon mit den 
Bereichen der Modelle KA und UW.  
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Tabelle 18: Übersicht der Toxizität binärer Mischungen der Narkotika und des Michaelakzeptors, welche aus den Verhältnissen der EC50-Werte der 
Einzelstoffe zusammengesetzt sind. Die effektive Konzentration der Mischung, EC50, die Einzelkonzentrationen der Substanzen in der Mischung, cA 
und cB, die berechneten Modellparameter EC50 und IPQ sowie die Toxic units, TUi, und die Substanz-Effekte in der Mischung sind tabellarisch 
dargestellt.a 
Mischung 
























0:1 0 0,0060 ± 0,0003 0,0060  ± 0,0003   0,00 1,00     
0,25:0,75 0,0014 ± 0,0001 0,0076 ± 0,0007 0,0090 ± 0,0008 0,0057 (0,0047..0,0063) −0,57 0,25 1,21 0,0067 (0,006..0,007) −0,34 24,32 78,91 
0,5:0,5 0,0036 ± 0,0005 0,0064 ± 0,0010 0,0100 ± 0,0015 0,0053 (0,0038..0,0063) −0,88 0,64 1,02 0,0075 (0,006..0,008) −0,33 45,27 57,38 
0,75:0,25 0,0059 ± 0,0005 0,0036 ± 0,0004 0,0095 ± 0,0012 0,0048 (0,0029..0,0063) −0,98 1,06 0,57 0,0067 (0,004..0,009) −0,42 58,97 7,03 
1:0 0,0056 ± 0,0026 0 0,0056  ± 0,0026   1,00 0,00     
Hexanol/p-Benzochinon 
0:1 0 0,006 ± 0,0003 0,006 ± 0,00035   0,00 1,00     
0,5:0,5 1,88 ± 0,08 0,0065 ± 0,0003 1,89 ± 0,08 1,03 (0,98..1,08) −0,83 0,70 1,08 1,54 (1,47..1,60) −0,23 35,21 59,47 
1:0 2,69 ± 0,19 0 2,69 ± 0,19   1,00 0,00     
aEC50 [mM] ist die effektive Konzentration der Verbindungen, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurden. Die 
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass unabhängig vom Mischungsverhältnis oder der 
Effektstärke die Substanzen die Toxizität der Mischung durch beide Modelle überschätzt wird. 
Die Mischungstoxizitäten liegen alle im UW-Bereich. Dies bedeutet, dass die Substanzen 
unabhängig wirken. Somit wird die theoretische Annahme der unterschiedlichen 
Wirkmechanismen (= dominierende Reaktionsmechanismus) bestätigt. Beide Substanzen 
weisen auch sehr unterschiedliche Toxizitätserhöhungen auf, die unabhängige Wirkung kann 
vielleicht auch aus diesem Parameter schon abgelesen werden. 
 
 Hexanol/p-Benzochinon 
In Abbildung 28 A ist die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Mischung der Substanzen 
Hexanol und p-Benzochinon in einem Mischungsverhältnis von 0,5:0,5 ihrer EC50-Werte 
dargestellt. Zudem sind in dieser Abbildung die Modellkurven der Konzentrations-Additivität 
(orange) und der Unabhängigen Wirkung (blau) zusehen.  
Die experimentellen Daten weisen relativ große Fehlerbereiche auf, dennoch liegen sie auf der 
UW-Modell-Kurve. Auch die Regressionskurve stimmt mit der UW-Modell-Kurve überein. 
Der experimentelle EC50-Wert beträgt 1,89 ± 0,08 mM und ist höher als die EC50-
Wertebereich der Modelle (Tab. 18). Die Überschätzung der Toxizität beträgt −0,83 (IPQKA) 
bzw. −0,23 (IPQUW) und verdeutlicht, dass das UW-Modell das bessere Berechnungsmodell 
der Mischungstoxizität für diese Mischung darstellt. 
A B  
Abbildung 28: (A) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Hexanol/p-Benzochinon-
Mischung (schwarze Kreise) des EC50-Wert-Verhältnis 0,5:0,5 sowie die KA- 
(orange) und UW-Modell-Kurven (blau) (B) Isobologramm der 
Mischungskomponenten Hexanol und p-Benzochinon mit den Bereichen der 
Modelle KA und UW.  
 
In Abbildung 28 B ist das Isobologramm der Mischungskomponenten dargestellt. Auch aus 
diesem geht eindeutig hervor, dass die Substanzen in der Mischung unabhängig voneinander 
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wirken. Dies bestätigt, die theoretische Annahme, dass Hexanol und p-Benzochinon nach 
unterschiedlichen Reaktionsmechanismen wirken. Das aus dem Vergleich des Parameters Te 
der Substanzen vielleicht schon die unabhängige Wirkung abgelesen werden, wird hier 
estätigt. 
d als 
N2-Reaktand wurde 1,2-Propylenoxid (leicht exzesstoxisch, log Te = 1,00) ausgewählt.  





Um das Verhalten der Narkotika und SN2-Reaktanden in einer Mischung zu untersuchen, 




In den Abbildungen 29 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Mischungen mit 
den Mischungsverhältnissen 0,25:0,75 (A), 0,5:0,5 (B) und 0,75:0,25 (C) sowie die jeweilige 
KA- (orange) und UW-Modell-Kurve (blau) dargestellt. Wie aus diesen Abbildungen 
ersichtlich ist, gibt 
Mischungsverhältnisse.  
In Abbildung 29 A sind die Ergebnisse der Mischung mit dem EC50-Werte-Verhältnis 
0,25:0,75 dargstellt. In dieser ist zu sehen, dass bis zu 7,2 mM (43% Hemmung) die 
experimentellen Datenpunkte oberhalb der Modellkurven liegen. Die Datenpunkte besitzen 
relativ große Fehlerbereiche auf. Die Datenpunkte der Konzentrationen 12,6 mM (75% 
Hemmung) und 22,12 mM (98% Hemmung) liegen im UW-Bereich. Die Regressionskurve 
besitzt im Vergleich zu den Modellkurven einen flacheren Anstieg. Daraus ergibt sich, dass 
sich je Effektstärke, unterschiedliche Zuordnungen zu den Modellkurven bzw. zu den 
biometrischen Modellen ergeben. In Tabelle 19 sind die experimentell bestimmten EC50-Werte 
und die EC50KA- und EC50UW-Werte aufgelistet. Der EC50-Wert der 0,25:0,75-Mischung ist 
8,439 ± 1,59 mM (Tab. 19) und schneidet mit den Fehlergrenzen beide EC50-Wertebereiche 
der  Modellkurven. Der zugehörige IPQKA-Wert (−0,12) zeigt eine gute Übereinstimmung mit 
der experimentellen Toxizität, wobei jedoch der EC50-Wert leicht unterschätzt wird. Das 
Abstandsmaß beträgt IPQUW= 0,11 und zeigt ebenfalls, dass die Mischungstoxizität gut mit 
dem UW-Modell berechnet wird. Da beide Abstandmaße nun auch fast identisch sind, k
hier keine eindeutig Bewertung und Zuordnung zu den biometrischen Modellen erfolgen.  
In Abbildung 29 B sind die Ergebnisse der Mischung mit dem EC50-Werte-Verhältnis 0,5:0,5 
dargstellt. Die Datenpunkte (bis 5,55 mM) liegen unterhalb der Modellkurven. Während der 
Datenpunkt mit den Fehlergrenzen bei 9,72 mM die KA- sowie die UW-Modell-Kurve 
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schneidet, liegen die Punkte bei höheren Konzentrationswerten auf der UW-Modell-Kurve. 
Die Regressionskurve der Datenpunkte hat einen flacheren Anstieg als die Modellkurven, 
weshalb die Effektstärke wichtig für die Auswertung ist. Der experimentelle EC50-Wert 
beträgt 13,51 ± 0,91 mM und liegt zwischen den EC50-Wertebereichen der Modelle. Die 
Abstandmaße von IPQKA = −0,34 und IPQUW = 0,20, dass das UW-Modell das genauere 
0,77, IPQUW = −0,31), wobei auch 
hier das UW-Modell das genauere Berechnungsmodell ist.  
 A
Berechnungsmodell für diese Mischungstoxizität ist.  
In Abbildung 29 C ist zu sehen, dass die experimentellen Daten der 0,75:0,25-Mischung bis 7 
mM auf beiden Modellkurven liegen. Ab 7 mM liegen sie jedoch auf UW-Modell-Kurve bzw. 
leicht in einen höheren Konzentrationsbereich verschoben. Der Vergleich des experimentell 
bestimmten und berechneten EC50-Werten zeigt, dass der experimentelle Wert um eine 
Vielfaches höher ist als mit den Modellen berechnet wird (Tab.19). Die Überschätzung der 
Toxizität wird durch die IPQ-Werte verdeutlicht (IPQKA = −
B  
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Abbildung 29: (A-C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Butanol/1,2-Propylenoxid-
Mischung (schwarze Kreise) der EC50-Wert-Verhältnisse (A) 0,25:0,75, (B) 0,5:0,5 und (C) 
0,75:0,25 sowie die KA- (orange) und UW-Modell-Kurven (blau) (D) Isobologramm der 
Mischungskomponenten Bromdiphenylether und p-Benzochinon mit den Bereichen der 
odelle KA und UW. M
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Aus dem Isobologramm (Abb. 29 D) geht hervor, dass Mischungstoxizität der 0,75:0,25-
Mischung oberhalb der UW-Isobolen liegt und die Toxizität der 0,25:0,75- und 0,5:0,5-
Mischung im synergistischen UW-Bereich bzw. Im antagonistischen KA-Bereich zu finden 
ind. Die Fehlergrenzen der 0,25:0,75-Mischungen schneiden sogar die KA-Isobolen und die 
. Ein Indiz für die eher schwierige Zuordnung der 
ischungstoxizität zu den Modellen könnte der eher geringe Unterschied der 
. 
usweist und beide Kurven schneidet, kann keine 
Q-Werte bestätigt (IPQKA = −0,49, IPQUW 
rken bezüglich der 
bereinstimmung mit einem Modell getroffen werden. Eine mögliche Ursache wäre die 





Dies bedeutet zusammenfassend, dass das Mischungsverhältnis für die Auswertung der 
Mischung eine Rolle spielt. Jedoch scheinen die Berechnungen mit dem UW-Modells in 
Summe genauer zu sein als die mit dem KA-Bereich erhaltenen Ergebnisse. Die Substanzen 
Butanol und 1,2-Propylenoxid scheinen unabhängig zu wirken und wahrscheinlich nach 
unterschiedlichen Mechanismen zu reagieren
M
Toxizitätserhöhung beider Substanzen sein
 
 Hexanol/1,2-Propylenoxid 
In Abbildung 30 A ist die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der 0,5:0,5-Mischung der 
Substanzen Hexanol und 1,2-Propylenoxid mit den biometrischen Modellkurven dargestellt. 
Aus dieser geht hervor, dass die experimentellen Daten bis 1,3 mM (16% Hemmung) oberhalb 
bzw. in kleineren Konzentrationsbereichen und ab 9,5 mM (80% Hemmung) in größeren 
Konzentrationsbereichen als die Modellkurven liegen. Da die Regressionskurve einen 
flacheren Anstieg als die Modellkurven a
allgemeingültig Zuordnung für alle effektiven Konzentrationen der Mischung bezüglich der 
biometrischen Modelle getroffen werden.  
Bei Betrachtung der Wirkung von 50% ist zu sehen, dass der experimentelle EC50 (5,21 ± 0,23 
mM, Tab. 19) im EC50-Wertebereich des UW-Modells liegt, während der Wertebereich der 
effektiven Konzentration nach dem KA-Modell in niedrigeren Konzentrationsbereichen zu 
finden ist. Diese Zuordnung wird auch durch die IP
= 0,02). Auch im Isobologramm (Abb. 30 B) ist dies deutlich zusehen. Die Mischungstoxizität 
liegt weit oberhalb der KA- auf der UW-Isobolen. 
Auch hier kann keine allgemeingültige Aussage für alle Effektstä
Ü
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A B  
Abbildung 30: (A) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Hexanol/1,2-Propylenoxid-
Mischung (schwarze Kreise) des EC50-Wert-Verhältnis 0,5:0,5 sowie die KA- 
(orange) und UW-Modell-Kurven (blau) (B) Isobologramm der 
Mischungskomponenten Hexanol und 1,2-Propylenoxid mit den Bereichen der 
Modelle KA und UW.  
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Tabelle 19: Übersicht der Toxizität binärer Mischungen der Narkotika und des SN2-Reaktanden, welche aus den Verhältnissen der EC50-Werte der 
Einzelstoffe zusammengesetzt sind. Die effektive Konzentration der Mischung, EC50, die Einzelkonzentrationen der Substanzen in der Mischung, cA 
und cB, die berechneten Modellparameter EC50 und IPQ sowie die Toxic units, TUi, und die Substanz-Effekte in der Mischung sind tabellarisch 
dargestellt.a 
Mischung 
























0:1 0 4,83 ± 0,19 19,25  ± 1,08   0,00 1,00     
0,25:0,75 4,29 ± 0,81 4,14 ± 0,78 8,44 ± 1,59 7,53 (7,21..7,85) −0,12 0,22 0,86 9,34 (8,97..9,70)   0,11 4,79 43,29 
0,5:0,5 10,22 ± 0,69 3,28 ± 0,22 13,51 ± 0,91 10,06 (10,56..11,05) −0,34 0,53 0,68 16,22 (15,49..16,94)   0,20 24,98 28,36 
0,75:0,25 22,20 ± 1,79 2,38 ± 0,19 24,58 ± 1,99 13,85 (13,14..14,56) −0,77 1,15 0,49 18,77 (17,72..19,82) −0,31 73,90 8,15 
1:0 19,25 ± 1,08 0  4,83  ± 0,19   1,00 0,00     
Hexanol/1,2-Propylenoxid 
0:1 0 4,83 ± 0,19 4,83 ±0,19   0,00 1,00     
0,5:0,5 2,06 ± 0,09 3,15 ±0,14 5,21 ± 0,23 3,49 (3,35..3,63) −0,49 0,77 0,65 5,29 (4,98..5,61) 0,02 40,12 14,42 
1:0 2,69 ± 0,19 0 2,69 ± 0,19   1,00 0,00     
aEC50 [mM] ist die effektive Konzentration der Verbindungen, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurden. Die 
Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichungen 13, 24 und 25 korrigiert. Für die Bestimmung der EC50-Werte diente die Gleichung 17.  
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In diesem Kapitel wurden binäre Mischungen von reaktiven Substanzen und Narkotika und 
deren Toxizität untersucht und mit den biometrischen Modellen Konzentrations-Additivität 
und Unabhängige Wirkung untersucht. Da die Mischungskomponenten einer dieser 
Mischungen theoretisch nach unterschiedlichen primären Mechanismus in der Zelle reagieren, 
sollte die Toxizität mit dem Modell der Unabhängigen Wirkung vorhersagt werden können.  
 
Aus den vorgestellten Ergebnissen konnte jedoch gezeigt, dass für alle acht Mischungen das 
UW-Modell das bessere Berechnungsmodell für die Toxizität (50% Wachstumshemmung) 
dieser Mischungen ist als das KA-Modell (│IPQUW│ < │IPQKA│). Zudem konnte gezeigt 
werden, dass für vier der acht Mischungen eindeutig die Mischungskomponenten als 
unabhängig wirkend interpretiert werden können, wobei hier das Kriterium gewählt wurde, 
dass der Absolutwert des IPQUW-Wertes ≤ 0,25 ist. Jedoch ist auch ein Absolutwert des IPQKA 
< 0,25. Der zugehörige IPQUW-Wert ist hier jedoch minimal kleiner, weshalb auch diese 
Toxizität dem UW-Modell zugeordnet wird. Für die anderen vier Mischungen sind die 
Toxizitäten niedriger als die berechneten UW-Werte und werden somit durch das Modell 
überschätzt.   
Für die hier untersuchten Mischungen ergab sich, dass die Höhe der Differenz zwischen den 
Toxizitätserhöhungen der Substanzen ein Indiz für die Güte der Zuordnung zu einem der 
biometrischen Modelle sein kann.  
 
5.6.2.2 Mischung aus verschiedenen reaktiven Substanzen 
 
In den vorangegangenen Mischungsversuchen wurde ermittelt, dass die Mechanismen der 
Substanzen p-Benzochinon, 1,2-Propylenoxid und Methylbromacetat unterschiedlich zu den 
narkotischen Wechselwirkungen sind (dieser Befund stützt sich auf den Vergleich der 
Mischungstoxizitäten mit den biometrischen Modellen). Diese Substanzen wurden für 
nachfolgende Untersuchungen ausgewählt um festzustellen, ob sie auch nach 
unterschiedlichen Mechanismen in den Ciliaten reagieren. 
 
SN2-Reaktand/Michael-Akzeptor  
Für diese Mischungen wurden der Michaelakzeptor p-Benzochinon (log Te = 4,05) sowie die 
SN2-Reaktanden 1,2-Propylenoxid (log Te = 1,00) und Methylbromacetat (log Te = 3,42) 
gewählt. Für p-Benzochinon/Methylbromacetat wurde die EC50-Werte der 
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Mischungsverhältnisse 1:0, 0,5:0,5 und 0:1 bestimmt. Für p-Benzochinon/1,2-Propylenoxid 
wurden zusätzlich die Verhältnisse 0,25:0,75 sowie 0,75:0,25 untersucht (Tab. 20).  
 
 p-Benzochinon/1,2-Propylenoxid 
In den Abbildungen 31 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Mischungen 
mit den Verhältnissen 0,25:0,75, 0,5:0,5 und 0,75:0,25 mit den jeweiligen KA- (orange) und 
UW-Modell-Kurven (blau) dargestellt. In diesen ist zu sehen, dass die Modellkurven 
nebeneinander liegen und sich nicht überlappen.  
 
Wie in Abbildung 31 A zu sehen ist, besitzen einige der experimentellen Datenpunkte der 
0,25:0,75-Mischung große Fehler. Die Regressionskurve hat zudem einen flacheren Anstieg 
als die Modellkurven und schneidet beide. Daraus ergibt sich, dass je nach Effektstärke eine 
unterschiedliche Aussage bezüglich der Übereinstimmung der experimentellen und 
berechneten Werte getroffen werden kann. Eine eindeutige Zuordnung ist für diese Mischung 
somit nicht möglich. Im Folgenden wird die Effektstärke von 50% Wachstumshemmung 
betrachtet. Der experimentelle EC50-Wert beträgt 4,23 ± 0,71 mM (Tab. 20) und liegt im 
oberhalb der EC50-KA- (2,88 mM…3,09 mM) im EC50-UW-Bereich (4,44 mM...4,79 mM). 
Die gute Übereinstimmung mit dem Modell der Unabhängigen Wirkung wird durch den 
IPQUW = 0,09 bestätigt. Der IPQKA-Wert von −0,41 quantifiziert die Überschätzung der 
Mischungstoxizität durch das Modell der Konzentrations-Additivität.  
 
Die Regressionskurve der experimentellen Daten der 0,5:0,5-Mischung der Substanzen p-
Benzochinon und 1,2-Propylenoxid (Abb. 31 B) besitzt einen sehr steilen Anstieg im 
Vergleich zu den Kurven der Modelle KA und UW. Anders als bei der 0,25:0,75-Mischung 
schneidet die Regressionskurve zwar auch beide Kurven, jedoch liegen die Schnittepunkte bei 
höheren Effektstärken. Der antagonistische KA-Bereich bzw. synergistische UW-Bereich liegt 
zwischen 2,36 mM (47%) und  2,47 mM (84%). In den Bereich < 2,36 mM liegen die 
experimentellen Datenpunkte unterhalb der Modellkurven. Der EC50-Wert der Mischung 
beträgt 2,39 ± 0,29 mM (Tab. 20) und ist größer als der KA-EC50-Wertebereich (1,66 
mM…178 mM). Da der EC50-Wertebereich des UW-Modells von 2,53 mM bis 2,70 mM 
riecht, liegt der experimentelle mit den Fehlergrenzen in diesem Bereich. Da der Absolutwert 
IPQUW nahezu Null und kleiner als der IPQKA-Wert ist, ist für die Mischungstoxizität das UW-
Modell das bessere Berechnungsmodell.  
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In Abbildung 31 C ist zu sehen, dass die experimentellen Daten der 0,75:0,25-Mischung bis 
0,9 mM (ca. 15%) unterhalb der Modellkurven und anschließend nahezu auf der UW-Modell-
Kurve liegen. Da der EC50 dieser Mischung mit 1,03 ± 0,03 mM (Tab. 20) beträgt und nur 
etwas höher des EC50-Bereiches des UW-Modells ist, kann auch für diese Mischung 
interpretiert werden, dass die Substanzen anscheinend unabhängig wirken. Die IPQ-Werte 
bestätigen dies (IPQKA = −0,35; IPQUW = −0,15). 
A B  
C D  
Abbildung 31: (A-C) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der p-Benzochinon/1,2-
Propylenoxid-Mischung (schwarze Kreise) der EC50-Wert-Verhältnisse (A) 
0,25:0,75, (B) 0,5:0,5 und (C) 0,75:0,25 sowie die KA- (orange) und UW-Modell-
Kurven (blau) (D) Isobologramm dieser Mischung mit den Bereichen der Modelle 
KA und UW.  
 
In dem Isobologramm (Abb. 31 D) ist zu sehen, dass alle drei Mischungstoxizitäten oberhalb 
der KA-Isobolen liegen. Die zwei Mischungen 0,25:0,75 und 0,5:0,5 liegen im 
antagonistischen KA- bzw. synergistischen UW-Bereich, während die 0,75:0,25-Mischung 
rechts neben der UW-Isobolen im antagonistischen UW-Bereich sich befindet. Da alle drei 
Mischungstoxizitäten näher an der UW-Isobolen liegen und dies auch durch die EC50- und 
IPQ-Werte gezeigt wurde, ist das UW-Modell für die Mischung aus p-Benzochinon und 1,2-
Propylenoxid das bessere Berechnungsmodell. Auch für diese Mischungen kann gezeigt 
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werden, dass mit steigendem ∆Te der Substanzen anscheinend das UW-Modell das bessere 
Berechnungsmodell der Mischungstoxizitäten ist.  
 
 p-Benzochinon/Methylbromacetat  
In Abbildung 32 A ist die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der 0,5:0,5-Mischung dieser 
Substanzen und die Modellkurven der Konzentrations-Additivität (orange) und der 
Unabhängige Wirkung (blau) zu sehen. In dieser ist zu sehen, dass die experimentellen 
Datenpunkte bis 0,004 mM (16%) oberhalb beider Modellkurven liegen. Die anderen fünf 
Werte streuen um die UW-Modell-Kurve.  
Die Regressionskurve liegt ebenfalls nahezu auf dieser Modellkurve. Der EC50-Wert dieser 
Mischung beträgt 0,009 ± 0,0007 mM und ist etwas kleiner als der EC50-Wertebereich des 
UW-Modells (0,0107 mM...0,0111 mM) und größer als der EC50-KA-Bereich (0,0067 
mM…0,0072 mM) (Tab. 20). Die Abstandsmaße zeigen, dass das die Mischungstoxizität im 
antagonistischen KA- bzw. synergistischen UW-Bereich liegt. Da |IPQUW| < |IPQKA| ist UW-
Modell das bessere Berechnungsmodell für die Toxizität dieser Mischung ist (IPQKA = −0,28; 
IPQUW = 0,14). Dies ist auch aus dem Isobologramm (Abb. 32B) zu entnehmen. In diesem 
liegt die Mischungstoxizität oberhalb der KA- und unterhalb der UW-Isobolen im 
synergistischen UW-Bereich. Da anscheinend die Differenz der log Te-Werte nicht sehr groß 
ist, ist wahrscheinlich die Mischungstoxizität eher zwischen Modellen zu finden. Wie zuvor 
schon erwähnt, könnte die Toxizitätserhöhungen dafür ein Indiz sein. 
A B   
Abbildung 32: (A) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der p-
Benzochinon/Methylbromacetat-Mischung (schwarze Kreise) des EC50-Wert-
Verhältnis 0,5:0,5 sowie die KA- (orange) und UW-Modell-Kurven (blau) (B) 
Isobologramm der Mischungskomponenten Hexanol und p-Benzochinon mit den 
Bereichen der Modelle KA und UW. 
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In diesem Kapitel wurden binäre Mischungen von SN2-Reaktanden und einem 
Michaelakzeptor getestet und deren Toxizität ermittelt und mit den biometrischen Modellen 
Konzentrations-Additivität und Unabhängige Wirkung verglichen.  
Da die Mischungskomponenten einer dieser Mischungen theoretisch nach unterschiedlichen 
primären Mechanismus in der Zelle reagieren, sollte die Toxizität mit dem Modell der 
Unabhängigen Wirkung vorhersagt werden können. Die Ergebnisse zeigen, dass für alle vier 
Mischungen das UW-Modell das bessere Berechnungsmodell für die Toxizität (50% 
Wachstumshemmung) dieser Mischungen ist als das KA-Modell (│IPQUW│ < │IPQKA│). 
Zudem sind alle Absolutwert des IPQUW-Wertes ≤ 0,25 und somit eindeutig, dass die 
Mischungskomponenten als unabhängig wirkend interpretiert werden können. Es kann somit 
geschlussfolgert werden, dass die Substanzen p-Benzochinon und die SN2-Reaktanden 
anscheinend nach unterschiedlichen Mechanismen in den Ciliaten wirken.  
Die biologischen Targets unterscheiden sich wahrscheinlich. Während die Michaelakzeptoren 
vermutlich leichter mit weichen Nukleophilen wie Thiolgruppen reagieren, werden SN2-
Reaktanden vermutlich eher mit harten Nukleophilen wie einem sekundären Amin 
interagieren. 
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Tabelle 20: Übersicht der Toxizität binärer Mischungen des Michaelakzeptors und der SN2-Reaktanden, welche aus den Verhältnissen der EC50-
Werte der Einzelstoffe zusammengesetzt sind. Die effektive Konzentration der Mischung, EC50, die Einzelkonzentrationen der Substanzen in der 
Mischung, cA und cB, die berechneten Modellparameter EC50 und IPQ sowie die Toxic units, TUi, und die Substanz-Effekte in der Mischung sind 
tabellarisch dargestellt.a 
Mischung 
























0:1 0 4,83 ± 0,19 4,83 ± 0,19   0,00 1,00     
0,25:0,75 0,0032 ± 0,0005 4,23 ± 0,71 4,23 ± 0,71 2,99 (2,88..3,09) −0,41 0,53 0,88 4,62 (4,44..4,79)   0,09 4,26 37,28 
0,5:0,5 0,0054 ± 0,0007 2,38 ± 0,29 2,39 ± 0,29 1,72 (1,66..1,78) −0,39 0,89 0,49 2,62 (2,53..2,70)   0,10 35,40 6,24 
0,75:0,25 0,0069 ± 0,0002 1,02 ± 0,03 1,03 ± 0,03 0,76 (0,73..0,76) −0,35 1,15 0,21 0,89 (0,87..0,92) −0,15 67,33 2,97 
1:0 0,0060 ± 0,0003 0 0,006 ± 0,0003   1,00 0,00     
Benzochinon/Methylbromacetat 
0:1 0 0,0087 ± 0,0005 0,0087 ± 0,0005   0,00 1,00     
0,5:0,5 0,0046 ± 0,0004 0,0044 ± 0,0003 0,009 ± 0,0007 0,007 (0,0067..0,0072) −0,28 0,77 0,50 0,0103 (0,0107..0,0111) 0,14 19,67 13,51 
1:0 0,0060 ± 0,0003 0 0,006 ± 0,0003   1,00 0,00     
aEC50 [mM] ist die effektive Konzentration der Verbindungen, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurden. Die 
Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichungen 13, 24 und 25 korrigiert. Für die Bestimmung der EC50-Werte diente die Gleichung 17.  
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Mischungen mit einem Proelektrophil 
Als proelektrophil werden Substanzen bezeichnet, die erst durch eine metabolische 
Aktivierung ein elektrophiles Zentrum aufweisen. Erst nach dieser Biotransformation können 
sie mit nukleophilen Biomolekülen reagieren. Ein Proelektrophil, welches in der vorliegenden 
Arbeit untersucht wurde, ist 1,3-Hydrochinon. Wie im Kapitel 5.5.1.3 beschrieben, wird das 
Dihydroxybenzol zum 1,2,4-Trihydroxybenzol metabolisiert und kann anschließend zum 




Für die Überprüfung, ob eine metabolische Aktivierung stattfindet und ob sich die 
resultierende Wirkung des 1,3-Hydrochinons von einer narkotischen Wirkung unterscheidet, 
wurde die Toxizität der Mischung Hexanol/1,3-Hydrochinon bestimmt (Tab. 21). In den 
Abbildungen 33 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der drei Mischungen 
dieser beiden Substanzen mit den Mischungsverhältnissen 0,25:0,75, 0,5:0,5 und 0,75:0,25 mit 
den Kurven der biometrischen Modelle KA (orange) und UW (blau) dargestellt. Die 
überlappenden Bereiche der Modelle sind gelb gekennzeichnet. In allen drei Abbildungen ist 
zu sehen, dass die Modellkurven direkt nebeneinander liegen, sich jedoch nur in den Extrema 
etwas überlappen. Eine Unterscheidung der Modellkurven ist somit möglich. 
 
In Abbildung 33 A ist zu sehen, dass die experimentellen Daten relativ große Fehlerbereiche 
besitzen. Zu der Lage dieser Punkte ist zu sagen, dass sie bis 0,5 mM (15% Hemmung) 
oberhalb der Modellkurven und anschließend bis 3,3 mM (76% Hemmung) unterhalb der UW-
Modell-Kurve liegen. Die Regressionskurve verläuft ebenfalls unterhalb bzw. rechts der UW-
Modell-Kurve. Hierzu muss jedoch gesagt werden, dass zwischen 20% und 80% Wirkung der 
Regressionskurve leider nur ein Datenpunkt mit den entsprechenden Fehlergrenzen existiert, 
weshalb die resultierenden effektiven Mischungskonzentrationen basierend auf der Regression 
nicht sehr genau sind. Der experimentelle EC50-Wert mit 2,59 ± 0,29 mM (Tab. 21) ist größer 
als die berechneten EC50-Wertebereiche der Modelle. Die Überschätzung der Toxizität wird 
durch die Abstandsmaße quantifiziert und zeigt, dass das UW-Modell näher am experimentell 
ermittelten Toxizitätswert liegt als der entsprechende KA-Wert (IPQKA = −1,05; IPQUW = 
−0,66). 
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In Abbildung 33 B ist zu sehen, dass auch hier die experimentellen Datenpunkte der 0,5:0,5-
Mischung der Substanzen Hexanol und 1,3-Hydrochinon relativ hohe Fehler aufweisen, wobei 
sie jedoch alle nahezu auf der UW-Modell-Kurve liegen. Auch die Regressionskurve dieser 
Punkte verläuft im Grenzbereich der Kurve des UW-Bereiches. Da der EC50 dieser Mischung 
2,30 ± 0,23 mM (Tab. 21) beträgt und im EC50-Bereich des UW-Modells liegt, kann auch für 
diese Mischung interpretiert werden, dass die Substanzen anscheinend unabhängig wirken. Die 
IPQ-Werte bestätigen dies (IPQKA = −0,38; IPQUW = −0,05). 
 
In Abbildung 33 C ist zu sehen, dass die experimentellen Daten der 0,75:0,25-Mischung bis 
1,43 mM (22% Hemmung) unterhalb der Modellkurve sich befinden und ab 1,7 mM (45% 
Hemmung) oberhalb bzw. links neben der KA-Modellkurve liegen. Der Kurvenverlauf der 
Regressionskurve ist steiler als der Anstieg der Modellkurven. Die Auswertung und die 
Bewertung bezüglich der Übereinstimmung der Modellberechnungen mit den experimentellen 
Daten hängen somit von der Effektstärke ab.  
Der experimentell bestimmte EC50-Wert dieser Mischung beträgt 2,00 ± 0,34 mM (Tab. 21). 
Während der EC50-Wertebereich des KA-Modells von 1,91 mM bis 2,22 mM geht, erstreckt 
sich das UW-Modell von 2,27 mM bis 2,62. Der experimentelle Wert liegt somit genau im 
KA-Wertebereich und kreuzt mit den Fehlergrenzen den UW-Wertebereich. Da der 
Absolutwert des Abstandsmaßes des Konzentrations-Additivitäts-Modells kleiner ist als der 
|IPQUW| können die Substanzen dieser Mischung als konzentrationsadditiv wirkend 
interpretiert werden.  
 
Im Hexanol-1,3-Hydrochinon-Isobologramm (Abb. 33 D) ist zu sehen, dass die Toxizitäten 
der Mischungen mit den Verhältnissen 0,25:0,75 und 0,5:0,5 oberhalb der UW-Isobolen liegen 
während die Mischungstoxizität der 0,75:0,25-Mischung im antagonistischen KA-Bereich 
auftritt und mit den Fehlergrenzen die KA-Isobole kreuzt. Bei dieser Mischung zeigt sich 
somit, dass das Mischungsverhältnis der Substanzen Hexanol und 1,3-Hydrochinon eine 
wichtige Rolle in die Auswertung, Zuordnung und Bewertung spielt. Eine allgemeingültige 
Zuordnung der Mischungstoxizität zu den biometrischen Modellen für alle 
Mischungsverhältnisse kann hier nicht getroffen werden. 
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A B  
C D  
Abbildung 33: (A) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Hexanol/1,3-Hydrochinon-
Mischung (schwarze Kreise) mit den EC50-Werte-Verhältnisse (A) 0,25:0,75, (B) 
0,5:0,5 und (C) 0,75:0,25 mit den entsprechenden KA- (orange) und UW-Modell-
Kurven (blau). Überlappende Bereiche der Modelle sind gelb. (D) Isobologramm 




Wie zuvor schon beschrieben wurde, wird 1,3-Hydrochinon zu einem Benzochinon 
transformiert, welches in einer 1,4-Michael-Addition mit nukleophilen Biomolekülen 
reagieren kann. Im Folgenden wurde die Wirkung des Proelektrophils 1,3-Hydrochinon mit 
der Wirkung des Michaelakzeptors p-Benzochinon verglichen und geprüft, ob diese 
Wirkungen der Substanzen unterschiedlich und somit unabhängig voneinander sind. Dafür 
wurde die binäre Mischung der beiden Substanzen untersucht und die Toxizität der Mischung 
bestimmt (Tab. 21).  
In den Abbildungen 34 A-C sind die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Mischungen 
0,25:0,75, 0,5:0,5 und 0,75:0,25 aus den Substanzen p-Benzochinon und 1,3-Hydrochinon 
sowie die entsprechenden Modellkurven nach den Modellen der Konzentrations-Additivität 
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(orange) und der Unabhängigen Wirkung (blau) dargestellt. Aus diesen geht hervor, dass die 
Modellkurven nebeneinander liegen und sich nicht schneiden.  
Die experimentellen Daten der 0,25:0,75-Mischung (Abb. 34 A) weisen zum Teil hohe 
Fehlerbalken auf. Zur Lage der Daten ist zu sagen, dass die sechs niedrigsten 
Konzentrationswerte (bis zu einer Hemmung von ca. 40%) der KA-Modellkurve folgen. Die 
zwei darauf folgenden Daten mit den Konzentrationen 0,72 mM (49% Hemmung) und 1,25 
mM (78% Hemmung) liegen derweil auf der UW-Kurve. Die restlichen zwei mit den höchsten 
Konzentrationen und Wirkungen liegen oberhalb der Modellkurven. Da die Regressionskurve 
zwischen den Modellkurven verläuft, wobei sie im unteren Bereich (bis 30%-Hemmung) auf 
der KA-Modellkurve liegt, ist die Zuordnung zum einen aus der graphischen Darstellung nicht 
eindeutig und zum anderen von der betrachteten Effektstärke abhängig.  
Der experimentelle EC50-Wert der Mischung beträgt 0,799 ± 0,093 mM. Dieser Wert ist 
größer als der EC50-Wertebereiche des KA-Modells, jedoch liegt er im EC50-Bereich des UW-
Modells (Tab.21). Zudem beträgt der IPQUW = 0,01 und verdeutlicht die sehr gute 
Übereinstimmung der Daten. Mit dem Modell der Unabhängigen Wirkung wird die 
Mischungstoxizität dieser Mischung bei einer Wachstumshemmung von 50% sehr gut 
berechnet, weshalb die Substanzen als unabhängig wirkend in dieser Konstellation interpretiert 
werden können. 
 
Der Abbildung 34 B kann entnommen werden, dass die experimentellen Daten bis 0,157 mM 
(23% Hemmung) und ab 0,84 mM (ca. 100% Hemmung) auf bzw. leicht oberhalb beider 
Modellkurven liegen. Da die zwei Daten in dem Konzentrationsbereich zwischen 0,16 mM 
und 0,84 mM auf beiden Modellkurven liegen, resultiert daraus, dass auch die 
Regressionskurve einen steileren Anstieg als die Modellkurven besitzt und ebenfalls beide 
Modellkurven schneidet. Die Auswertung und Zuordnung der Mischungstoxizität hängt somit 
von der Effektstärke ab. Der experimentelle EC50-Wert (0,402 ± 0,018 mM) liegt zwischen 
beiden berechneten EC50-Wertebereichen der Modell. Da der Absolutwert des Abstandsmaßes 
des UW-Modells (0,19) etwas kleiner ist als der des KA-Modell (0,21), ist ersteres das 
genauere Berechnungsmodell dieser Toxizität. Hierbei ist jedoch zu sagen, dass für beide 
Modelle |IPQ| < 0,25 ermittelt wurde, weswegen beide Modelle sehr genau in der Berechnung 
sind. 
 
In Abbildung 34 C ist zu sehen, dass alle experimentellen Daten der 0,75:0,25-Mischung 
sowie die Regressionskurve rechst neben dem KA-Modell im niedrigeren 
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Konzentrationsbereich liegen. Da auch der EC50-Wert mit 0,141 ± 0,018 mM im EC50-
Wertebereich des KA-Modells liegt und niedriger ist als die berechneten EC50-Werte nach 
dem UW-Modell ist, sind die Substanzen p-Benzochinon und 1,3-Hydrochinon im 
Mischungsverhältnis 0,75:0,25 eindeutig als konzentrationsadditiv zu interpretieren. 
In Abbildung 34 D ist das Isobologramm der Substanzen p-Benzochinon und 1,3-Hydrochinon 
dargestellt. Aus dieser kann entnommen werden, dass ja nach Mischungsverhältnis ein anderes 
Ergebnis bezüglich der Lage zu den biometrischen Modellen erhalten werden kann. Die 
0,25:0,75-Mischungstoxizität wird bspw. sehr gut mit dem Modell der Unabhängigen Wirkung 
berechnet (Datenpunkt liegt genau auf der UW-Isobolen). Die Mischungstoxizität liegt im 
synergistischen UW-Bereich und die Toxizität der 0,75:0,25-Mischung dagegen genau auf der 
KA-Isobolen.  
 
Dieses Isobologramm gleicht dem Isobologramm der Hexanol/1,3-Hydrochinon-Mischung. 
Bei beiden kann keine allgemeingültige Zuordnung zu einem Modell gemacht werden. Je nach 
Zusammensetzung der Mischungen wird ein anderes Ergebnis erhalten. Jedoch ist bei beiden 
zu sehen, dass mit steigender Fraktion an 1,3-Hydrochinon die Substanzen mehr als 
unabhängig wirkend betrachtet werden können. Ist dagegen die Fraktion der zweiten Substanz 
in der Mischung (Hexanol bzw. p-Benzochinon) größer, ist das Modell der Konzentrations-
Additivität genauer und die Mischungskomponenten scheinen sich in ihrer Wirkung zu 
gleichen. Die 0,5:0,5-Mischungstoxizitäten dagegen liegen im Bereich des UW- bzw. 
synergistischen UW-Modells.  
 
Möglicherweise ist Folgendes der Grund für diese Ergebnisse. Wie eingangs beschrieben, 
metabolisiert das 1,3-Hydrochinon wahrscheinlich erst zu einem Elektrophil. Dieser erste 
Mechanismus wird wahrscheinlich durch die Anwesenheit einer zweiten Substanz, die im 
Überschuss vorliegt, beschleunigt bzw. gebremst. In der Hexanol/1,3-Hydrochinon-Mischung 
blockiert Hexanol vielleicht die Biotransformation, weshalb 1,3-Hydrochinon narkotisch wirkt 
und die Substanzen als konzentrationsadditiv wirkend interpretiert werden. Anders in der 
0,75:0,25-p-Benzochinon/1,3-Hydrochinon-Mischung in der die Biotransformation des 1,3-
Hydrochinons beschleunigt bzw. gefördert wird und so ein zweiter Michaelakzeptor in der 
Mischung neben dem p-Benzochinon vorliegt und beide Substanzen konzentrationsadditiv 
wirken.    
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Es ist zusammenfassend zu sagen, dass bei diesen beiden binären Mischungen die 
Zusammensetzung (die fraktionellen Anteile der Substanzen) eine sehr wichtige Größe ist und 
bei jeder Auswertung mit genannt werden muss. 
A B  
C D  
Abbildung 34: (A) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der p-Benzochinon/1,3-
Hydrochinon-Mischung (schwarze Kreise) mit den EC50-Werte-Verhältnisse (A) 
0,25:0,75, (B) 0,5:0,5 und (C) 0,75:0,25 mit den entsprechenden KA- (orange) 
und UW-Modell-Kurven (blau). Isobologramm der p-Benzochinon/1,3-
Hydrochinon-Mischung (D) mit den Bereichen der Modelle KA und UW. 
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Tabelle 21: Übersicht der Toxizität binärer Mischungen mit einem Proelektrophil und einem Narkotikum bzw. einem Michaelakzeptor, welche aus 
den Verhältnissen der EC50-Werte der Einzelstoffe zusammengesetzt sind. Die effektive Konzentration der Mischung, EC50, die 
Einzelkonzentrationen der Substanzen in der Mischung, cA und cB, die berechneten Modellparameter EC50 und IPQ sowie die Toxic units, TUi, und 
die Substanz-Effekte in der Mischung sind tabellarisch dargestellt.a 
Mischung 
























0:1 0 0,410 ± 0,040 0,41 ± 0,04   0,00 1,00     
0,25:0,75 1,34 ± 0,15 1,245 ± 0,139 2,59 ± 0,29 1,26 (1,15..1,37) −1,05 0,50 3,04 1,56 (1,43..1,70) −0,66 20,46 68,90 
0,5:0,5 1,76 ± 0,18 0,542 ± 0,054 2,30 ± 0,23 1,67 (1,54..1,81) −0,38 0,65 1,32 2,20 (2,02..2,37) −0,05 31,83 30,75 
0,75:0,25 1,81 ± 0,31 0,184 ± 0,032 2,00 ± 0,34 2,07 (1,91..2,22)   0,04 0,67 0,45 2,44 (2,27..2,62)   0,22 33,37 8,53 
1:0 2,69 ± 0,19 0 2,69 ± 0,19   1,00 0,00     
Benzochinon/1,3-Hydrochinon 
0:1 0 0,410 ± 0,040 0,41 ± 0,04   0,00 1,00     
0,25:0,75 0,0030 ± 0,0003 0,796 ± 0,092 0,799 ± 0,093 0,551 (0,512..0,589) −0,45 0,49 1,94 0,804 (0,736..0,868) 0,01 3,26 48,08 
0,5:0,5 0,0044 ± 0,0002 0,398 ± 0,019 0,402 ± 0,019 0,332 (0,313..0,349) −0,21 0,74 0,97 0,478 (0,454..0,499) 0,19 16,45 20,41 
0,75:0,25 0,0046 ± 0,0006 0,136 ± 0,018 0,141 ± 0,018 0,154 (0,147..0,159)   0,09 0,76 0,33 0,177 (0,174..0,181) 0,26 19,67 6,84 
1:0 0,0060 ± 0,0003 0 0,006 ± 0,0003   1,00 0,00     
aEC50 [mM] ist die effektive Konzentration der Verbindungen, bei der 50% Wachstumshemmung der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL detektiert wurden. Die 
Konzentrationen wurden mithilfe der Gleichungen 13, 24 und 25 korrigiert. Für die Bestimmung der EC50-Werte diente die Gleichung 17.  
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In diesem Kapitel wurden binäre Mischungen eines Proelektrophils mit einem Narkotikum und 
einem Elektrophil getestet und deren Toxizität ermittelt sowie diese mit den biometrischen 
Modellen Konzentrations-Additivität und Unabhängige Wirkung verglichen. Da die 
Mischungskomponenten einer dieser Mischungen theoretisch nach unterschiedlichen primären 
Mechanismus in der Zelle reagieren, sollte die Toxizität mit dem Modell der Unabhängigen 
Wirkung vorhersagt werden können. Die Ergebnisse zeigen, dass für vier der sechs 
Mischungen das UW-Modell das bessere Berechnungsmodell für die Toxizität (50% 
Wachstumshemmung) dieser Mischungen ist als das KA-Modell (│IPQUW│ < │IPQKA│). 
Zudem sind 4 der Absolutwert des IPQUW-Wertes ≤ 0,25 und somit eindeutig, dass die 
Mischungskomponenten als unabhängig wirkend interpretiert werden können. Jedoch sind 
auch drei Absolutwerte des IPQKA < 0,25, weshalb auch dieses Modell eine sehr gute 
Übereinstimmung mit den experimentellen Ergebnissen liefert. Zwei der sechs Mischungen 
sind zudem eindeutig als konzentrationsadditiv anzusehen.  
Wie zuvor beschrieben, spielt die Zusammensetzung dieser beiden Mischungen anscheinend 
eine wichtige Rolle.  
In der Literatur wurden ebenfalls binäre Mischungen reaktiver und narkotischer Substanzen 
mit dem Ziel untersucht, aus den Mischungsergebnissen und den biometrischen Modellen 
Rückschlüsse auf gleiche bzw. unterschiedliche Wirkweisen zu ziehen (Dawson, 2005; Gagan, 
2007). Dabei wurde beobachtet, dass mithilfe der biometrischen Modelle allein sich keine 
eindeutige bzw. eine konträre Bewertung der Mischungstoxizität zur Theorie ergab. Die 
Autoren schlussfolgerten, dass einige der Mischungskomponenten nach mindestens einem 
weiteren Mechanismus reagieren können und sich somit die Ergebnisse erklären ließen.    
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mithilfe beider Modelle die Toxizität einer 
binären Mischung unterschiedlich wirkender Substanzen gut vorhergesagt werden kann. Das  
Modell der Unabhängigen Wirkung ist in Summe das genauere Berechnungsmodell für diese 
binären Mischungen da es für 15 der 18 getesteten Mischungsverhältnisse der 
unterschiedlichen Mischungen den kleineren IPQ-Wert aufweist. Für zwei Mischungen wurde 
Konzentrations-Additivität (0,75:0,25-Mischungen mit einem Proelektrophil) und für eine 
Mischung gleich große Abstandsmaße ermittelt. Im Gegensatz zu den Untersuchungen der 
binären Mischungen ähnlich wirkender Substanzen, wurden bei diesen Mischungen kaum 
Überlappungen der Modellkurven registriert. Allein die Kurven der Modelle der 4-
Bromdiphenylether/p-Benzochinon-Mischung überlappten. Grund hierfür ist wahrscheinlich 
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der sehr große Fehler des EC50-Wertes des 4-Bromdiphenylethers der ca. 41% des EC50-
Wertes beträgt (0,0056 ± 0,026 mM). 
 
Die binären Mischungen wurden in dieser Arbeit mit dem Ziel untersucht, gleiche bzw. 
unähnliche primäre Wechselwirkungen zweier Substanzen mit den biologischen Targets zu 
identifizieren. Da fast alle Mischungskomponenten der untersuchten Mischungen in diesem 
Kapitel unabhängig wirkend eingestuft wurde, kann gesagt werden, dass die theoretische 
Annahme diese Substanzen verschiedene Reaktionsmechanismen aufweisen bekräftigt. 
 
Zusammenfassend für alle Mischungsergebnisse kann gesagt werden, dass eine eindeutige 
Aussage über die Wirkung der binären Mischungen nur möglich ist, wenn mehrere 
Auswerteparameter und Diagramme herangezogen werden. Da in einem Isobologramm nicht 
alle Effektstärken auf einmal betrachtet werden können, oder in einem Konzentrations-
Wirkungs-Diagramm die Zuordnung zu den Modellkurven nicht immer sehr eindeutig ist, 
können diese Diagramme allein zu Fehlinterpretationen führen. Zudem ist es ratsam, mehrere 
Mischungsverhältnisse der binären Mischungen auf ihre Toxizität zu untersuchen, um so eine 
globale Aussage über die Wechselwirkungen der Mischungskomponenten zu erhalten. 
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6 Zusammenfassung 
 
Die meisten Chemikalien, die heutzutage im Umlauf sind, müssen nach der EU-Richtlinie 
REACH bezüglich des Risikos für Mensch und Umwelt (neu) untersucht und bewertet werden. 
Da seit dem 11. März 2009 keine Versuche an Tieren mehr durchgeführt werden dürfen, um 
kosmetische Erzeugnisse auf ihre Toxizität zu untersuchen und auch REACH vorgesehen hat, 
die Anzahl an Tierversuchen zu minimieren, sind neue toxikologischer Prüfmethoden und 
Bewertungsstrategien sowie alternative Testsysteme zu entwickeln und zu optimieren.  
Testorganismen, die in der Umwelt weitverbreitet sind und zudem ähnliche Eigenschaften und 
Sensitivität bezüglich äußerer Einflüsse zeigen zu komplexeren Organismen wie Fisch, 
Säugetier oder Mensch besitzen, sind hier besonders gefragt. Mit diesen können die 
Umweltbelastung abgeschätzt und Trendaussagen über die Wirkung auf Mensch und Tier 
formuliert werden. Ein Organismus, der diese Charakteristika aufweist, ist der eukaryotische 
Einzeller Tetrahymena pyriformis GL. Durch den Einsatz vieler dieser Testorganismen sowie 
durch die Ermittlung der chemischen Reaktivität und der Strukturmerkmale einer Verbindung 
kann ein globales Bild über die Wirkung erhalten werden, wodurch kein Tier für Tests 
verwendet werden muss. 
 
Das Ziel der vorliegenden Dissertation war die Toxizitäten verschiedener elektrophiler 
Substanzen unterschiedlicher Stoffklassen und unterschiedlicher Reaktionsmechanismen zu 
bestimmen und Struktur-Toxizitäts-Beziehungen bzw. Strukturalarme abzuleiten.  
 
Für die Toxizitätsbestimmung wurde der etablierte Wachstumshemmtest mit Tetrahymena 
pyriformis GL (Müller, 2001) für das Screening unterschiedlichster organischer Substanzen 
optimiert. Neben der methodischen Optimierung konnten die substanzspezifischen 
Eigenschaften, Flüchtigkeit und Sorptionsfähigkeit, quantitativ erfasst und mithilfe von neu 
aufgestellten Modellgleichungen für jede Substanz ermittelt werden. Aus den generierten 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen wurden die effektive Konzentration für eine 50%ige 
Wachstumshemmung, EC50, nach einer Expositionszeit von 24 h für über 110 Substanzen 
reproduzierbar bestimmt. Zudem wurden die EC50-Werte nach den Expositionszeiten 48 h und 
72 h für knapp 60 Substanzen ermittelt. Der Vergleich dieser Toxizitätswerte nach den 
jeweiligen Zeitpunkten zeigt, dass sich die Toxizität nach 24 h Exposition nicht mehr ändert. 
Die Reduzierung der Expositionszeit von 48 h (etablierte Testmethode, Schultz, 1997a) auf 
24 h ist ebenfalls eine wichtige Optimierung des Testsystems. 
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Für die Bestimmung der Toxizitätserhöhung, Te, welche auch als ein Maß für die Reaktivität 
einiger Verbindung angesehen werden kann, wurden die Organismen-spezifische Narkose-
Basis-Geraden für die Expositionszeiten 24 h und 48 h generiert. Mithilfe des Te-Wertes 
konnten exzesstoxische Verbindungen identifiziert werden. Eine genauere Betrachtung dieser 
führte zur Generierung der Strukturalarme. 
 
In dieser Arbeit wurden die Stoffklassen α,β-ungesättigte Carbonyl- und 
Carboxylverbindungen, heterozyklische Drei- und Vierringe, α-halogenierte Carbonyle, 
Harnstoffe und Thioharnstoffe, aromatische Disulfide sowie aliphatische und aromatische 
Nitroverbindungen untersucht.  
Bei den α,β-ungesättigte Carbonyl- und Carboxylverbindungen zeigte sich, dass alle 
Substanzen dieser Stoffklasse, die maximal einen sterisch anspruchsvollen Substituenten an 
der olefinischen Bindung und einen Substituenten am Carbonylkohlenstoff besitzen, 
exzesstoxisch sind. Ebenso wurde beobachtet, dass die Lage des Substituenten die 
Toxizitätserhöhung der Verbindung beeinflusst, was in Reaktivitätsstudien mit dem 
Modellnukleophil GSH ebenfalls beobachtet wurde (Alex, 2010c). Aus den Ergebnissen 
konnte entnommen werden, dass ein Substituent am β-C-Atom der olefinischen Bindung die 
Toxizitätserhöhung stärker beeinflusst als ein Substituent, der am α-C- oder am Carbonyl-C-
Atom gebunden ist. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Toxizitätserhöhungen und 
die Reaktivitäten der elektrophilen Verbindungen steigen, je ungesättigter das System ist. So 
wurde beobachtet, dass Dreifachbindungen in Konjugation zum Carbonyl die 
Toxizitätserhöhung um ein Vielfaches erhöhen. Zwei α,β-ungesättigte Carbonylverbindungen 
in Konjugation zueinander, erhöhen die Te-Werte sogar so stark, dass diese größer sind als von 
α,β-ungesättigten Carboxylverbindungen mit Dreifachbindung. Zudem wurde beobachtet, dass 
der Austausch der Carbonylgruppe gegen ein Oxim den Te reduziert. Da sich diese Befunde 
sich mit den Ergebnissen aus den GSH-Reaktivitäts-Studien deckten, konnte für diese 
Substanzklasse die Toxizitätserhöhung als Maß der Reaktivität bezeichnet werden (Alex, 
2010c). Aus den Te-Ergebnissen konnte folgende Reaktivitätsreihenfolge der Grundstrukturen 
der α,β-ungesättigte Carbonyl- und Carboxylverbindungen aufgestellt werden: Benzochinone 
> α,β-ungesättigte Carboxylate mit Dreifachbindung > α,β-ungesättigte Carboxylate mit 
Doppelbindung > Hydrochinone (= Proelektrophile, die zu Benzochinonen metabolisieren) > 
Zimtaldehyde. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen sehr deutlich, dass das reaktive Zentrum 
dieser Verbindungen das β-C-Atom der ungesättigten Bindung ist. Es wurde angenommen, 
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dass der dominierende Reaktionsmechanismus dieser Stoffklasse im Organismus die Michael-
Addition ist.  
Bei den heterozyklischen Drei- und Vierringen konnte gezeigt werden, dass nur die Dreiringe 
mit mindestens einem unsubstituierten C-Atom im Ring exzesstoxisch sind. Jedoch darf dieser 
Substituent nur eine Methylengruppe oder ein nicht-aliphatischer Substituent sein, der 
elektronenziehende Eigenschaften besitzt. Falls der Substituent das Intermediat in der 
Reaktion stabilisieren kann, erhöht sich zudem der Te-Wert der Verbindung. Des Weiteren 
konnte gezeigt werden, dass ein Substituent, der zusätzlich andere toxische Reaktionen mit 
endogenen Biomolekülen eingehen kann, die Reaktivität erhöht. Der dominierende reaktive 
Mechanismus der exzesstoxischen Verbindungen dieser Stoffklasse ist höchstwahrscheinlich 
die bimolekulare nukleophile Substitution.  
Die Untersuchung der α-halogenierten Carbonylverbindungen zeigte, dass alle Substanzen 
dieser Stoffklasse, die keine großen Substituenten am Carbonylkohlenstoff und am Cα 
besitzen, exzesstoxisch sind. Es wurde vermutet, dass der dominierende 
Reaktionsmechanismus dieser sehr reaktiven Verbindungen die bimolekulare nukleophile 
Substitution ist. Im Vergleich zu den heterozyklischen Verbindungen, wurden um ein 
Vielfaches höhere Te-Werte detektiert.  
Bei den Harnstoff- und Thioharnstoff-Derivaten wurde gezeigt, dass Substanzen, die 
mindestens ein unsubstituiertes Stickstoff-Atom in der α-Position zum Carbonylkohlenstoff 
besitzen, exzesstoxisch sind. Mit größer werdenden Substituenten am Stickstoffatom 
verringert sich die Toxizitätserhöhung. Der vermutete Reaktionsmechanismus der 
exzesstoxischen Verbindungen ist eine SN2-Reaktion. Ein Vergleich mit den anderen 
Stoffklassen, die nach einer SN2-Reaktion reagieren, zeigte, dass die Reaktivitäten der 
Harnstoff- und Thioharnstoff-Derivate zwischen denen der heterozyklischen Dreiringe und 
denen der α-halogenierten Carbonylverbindungen liegen. 
Die Untersuchung der aromatischen Disulfide ergab, dass nur die Substanzen mit 
Pyridinringen exzesstoxisch sind. Zu Beginn der Untersuchungen wurde vermutet, dass die 
Verbindungen dieser Stoffklasse vorzugsweise nach einer Thiolsubstitution reagieren. In der 
Literatur wurde dies in komplexen multizellularen Organismen (Munday, 1985a, 1985b) 
beschrieben. Da jedoch nur die Pyridinderivate reaktiv sind, ist wahrscheinlich eine 
nukleophile aromatische Substitution der dominierende Mechanismus in den Ciliaten 
Tetrahymena pyriformis.  
Mit den Ergebnissen der aliphatischen und aromatischen Nitroverbindungen wurde gezeigt, 
dass Nitroalkane mit einer Alkylkette, die mindestens zwei Kohlenstoffatome beinhaltet, 
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exzesstoxisch sind. Zudem beeinflusst die Lage der Nitrogruppe die Toxizitätserhöhung. 
Weiterhin konnte beobachtet werden, das aromatische Nitroverbindungen, die einen 
elektronenziehenden Substituenten in ortho oder para-Stellung zur NO2-Gruppe besitzen, 
exzesstoxisch sind. Es wurde des Weiteren ermittelt, dass Nitropyridin-Derivate durch das 
elektronegative Stickstoffatom reaktiver sind als deren Benzolanaloga, wobei die Position der 
Nitrogruppe zum Pyridin-N einen Einfluss auf den Te hat. Es wurde vermutet, dass die 
aromatischen Nitroverbindungen nach einer nukleophilen aromatischen Substitution reagieren. 
Die Nitropyridin-Derivate der aromatischen Disulfide haben im Vergleich ähnliche Te-Werte 
wie die 3-Nitropyridinderivate mit einem ortho-Substituenten.  
Durch die Untersuchung der Hydrochinone, welche als proelektrophile Verbindungen gelten, 
konnte zudem gezeigt werden, dass auch proelektrophile Verbindungen exzesstoxisch sein 
können. Die Wirkungsstärke ist jedoch im Vergleich zu direkt reagierenden Substanzen 
vermindert. 
 
Für alle untersuchten Substanzen wurde beobachtet, dass die Substituenten, die direkt am 
elektrophilen Zentrum der Verbindungen bzw. in dessen Nähe gebunden sind, sehr großen 
Einfluss auf die Toxizitätserhöhung besitzen. Vor allem elektronenziehende Gruppen erhöhen 
diese. Da in Chemoassay-Untersuchungen für einige Stoffklassen gezeigt werden konnte, dass 
die Toxizitätserhöhung auch als Maß für die Reaktivität interpretiert werden kann, sind die 
Befunde zur Toxizitätserhöhung wahrscheinlich auch für die Reaktivität gültig. Ein 
allgemeiner Trend war zudem, dass mit steigender Anzahl an Substituenten, die 
Toxizitätserhöhung und somit auch die Reaktivität bis in den narkotischen Bereich vermindert 
werden kann.  
 
Aus der Betrachtung aller erhaltenen Ergebnisse in einem log Kow-Bereich von −2,1 bis 5,6 
zeigte sich, dass keine Toxizitätswerte kleiner als log EC50[M] = −5,6 im Wachstumshemmtest 
mit den Ciliaten Tetrahymena pyriformis für elektrophile Verbindungen detektiert werden 
konnten. Diesen EC50-Wert hatten sowohl hydrophile als auch hydrophobe Verbindungen. Der 
log Kow spielt hierbei somit keine Rolle. Jedoch hat dieser Befund Auswirkungen auf die 
Toxizitätserhöhung. Da anscheinend ein EC50-Grenzwert vorhanden ist, verringert sich der Te-
Wertebereich mit ansteigendem log Kow. Die Toxizität, die Toxizitätserhöhung und die 
Reaktivität können somit für hydrophobe Substanzen stark eingegrenzt und gut abgeschätzt 
werden. 
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Des Weiteren kann mithilfe der generierten Strukturalarme die Wirkung von bisher nicht 
getesteten Substanzen, die den untersuchten Stoffklassen angehören, beurteilt und einschätzt. 
Dies hat zur Folge, dass durch die reduzierte Anzahl an experimentellen Untersuchungen 
Kosten gespart sowie potenziell toxische und reaktive Substanzen identifiziert werden können.  
 
Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Untersuchung binärer Mischungen. Diese 
Mischungen wurden aus den Einzelstoffen zusammengesetzt, deren Toxizitäten schon in den 
beschriebenen Toxizitätsuntersuchungen bestimmt wurden und bei denen theoretische 
Annahmen über die Reaktionsmechanismen bestanden.  
Die binären Mischungen wurden in dieser Arbeit mit dem Ziel untersucht, gleiche bzw. 
unähnliche primäre Wechselwirkungen zweier Substanzen mit den biologischen Targets zu 
identifizieren. Da exzesstoxische Substanzen neben dem wahrscheinlich vorrangig 
ablaufenden reaktiven Mechanismus auch Wechselwirkungen mit Membranbestandteilen 
eingehen, sollte in den Mischungsversuchen ermittelt werden, welcher der Mechanismen 
dominierend abläuft oder ob zwei Substanzen denselben primären Mechanismus besitzen. Für 
die Auswertung der experimentellen Mischungsergebnisse wurden die etablierten 
biometrischen Modelle Konzentrations-Additivität und Unabhängigen Wirkung verwendet. 
Mithilfe dieser Modelle sollte geklärt werden, ob die beiden Mischungskomponenten 
miteinander wechselwirken, einen ähnlichen primären Mechanismus besitzen oder unabhängig 
voneinander wirken. Für diese Untersuchung wurde die Toxizität der Mischungen ähnlich und 
unterschiedlich wirkender Substanzen ermittelt.  
In dem Kapitel der binären Mischungen ähnlich wirkender Substanzen wurde davon 
ausgegangen, dass die Mischungskomponenten theoretisch nach demselben primären 
Mechanismus in der Zelle reagieren und somit die Toxizität gut mit dem KA-Modell 
vorhersagbar sein sollte. Es konnte gezeigt werden, dass für zehn der 19 untersuchten 
Mischungen ein genauerer Toxizitätswert (EC50) mithilfe des Modells der Konzentrations-
Additivität berechnet werden konnte als mit dem UW-Modell. Jedoch ist auch zu sagen, dass 
die anderen neun Mischungstoxizitäten besser mit dem UW-EC50-Wert übereinstimmen bzw. 
die Modelle gleiche Ergebnisse liefern. Für eine gute bis sehr gute Übereinstimmung der 
experimentellen Daten und der berechneten Werte wurde als Kriterium ein Absolutwert des 
Abstandsmaßes IPQ <0,25 gewählt. Sieben |IPQKA| < 0,25, aber auch sieben |IPQUW| < 0,25, 
wurden ermittelt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Mischungstoxizitäten der untersuchten 
binären Mischungen ähnlich wirkender Substanzen zwar relativ genau mithilfe beider Modelle 
berechnet werden konnte, jedoch keine eindeutige Charakterisierung der Mechanismen 
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möglich war. Allein eindeutig unabhängige Wirkungen (bspw. 0,75:0,25-Epoxystyrol/1,2-
Propylenoxid) und synergistische Effekte (bspw. 0,5:0,5-p-Benzochinon/p-
Benzochinondioxim), bei denen sich die Substanzen in ihrer Wirkung gegenseitig verstärken 
konnten identifiziert werden. 
Gründe für die Schwierigkeiten der Mechanismen-Charakterisierung und Einteilung waren 
zum einen die Überlappung der Modellkurven, welche wahrscheinlich aus den 
Fehlerbereichen (> 6% des EC50) der EC50-Werte der Einzelsubstanzen resultieren, und zum 
anderen die unterschiedlichen Anstiege der Regressionskurve und der Modellkurven, wodurch 
unterschiedliche Ergebnisse bei verschiedenen Effektstärken erhalten werden. Nur für zehn der 
19 Mischungen können für unterschiedliche Effektstärken gleiche Befunde bezüglich der 
Übereinstimmung der Modelle und der experimentellen Ergebnisse ermittelt werden.   
In dem Kapitel der binären Mischungen unterschiedlich wirkender Substanzen wurde davon 
ausgegangen, dass die Mischungskomponenten theoretisch nach primär verschiedenen 
Mechanismen reagieren und somit die Toxizität gut mit dem UW-Modell vorhersagbar sein 
sollte. Mit den Ergebnissen dieses Kapitels konnte gezeigt werden, dass 15 der 18 
untersuchten Mischungen ein genauerer Toxizitätswert (EC50) mithilfe des Modells der 
Unabhängigen Wirkung berechnet werden konnte als mit dem KA-Modell. Allein zwei 
Mischungen wurden als konzentrationsadditiv eingestuft (0,75:0,25-Hexanol/1,3-Hydrochinon 
und 0,75:0,25-p-Benzochinon/1,3-Hydrochinon) und bei einer Mischung liegt die 
Mischungstoxizität in gleichem Abstand genau zwischen den Modellen. Für zehn der 15 
Mischungen, bei denen die Substanzen wahrscheinlich unabhängig wirken konnten gute bis 
sehr gute Übereinstimmungen der experimentellen Daten und der berechneten Werte ermittelt 
werden (IPQUW-Werte < 0,25). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Mischungstoxizitäten der 
untersuchten binären Mischungen unterschiedlich wirkender Substanzen relativ genau mithilfe 
des UW-Modells berechnet werden konnte. Eine Charakterisierung der Mechanismen war 
anders als bei dem zuvor beschriebenen Mischungskapital möglich. Im Gegensatz zu den 
Untersuchungen der binären Mischungen ähnlich wirkender Substanzen, wurden bei diesen 
Mischungen kaum Überlappungen der Modellkurven registriert. Allein die Kurven der 
Modelle der 4-Bromdiphenylether/p-Benzochinon-Mischung überlappten. Grund hierfür ist 
wahrscheinlich der sehr große Fehler des EC50-Wertes des 4-Bromdiphenylethers der ca. 41% 
des EC50-Wertes beträgt (0,0056 ± 0,026 mM). Schwierigkeiten bei der Zuordnung der 
Mechanismen gab es vor allem, bei den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der 
Mischungen bei denen unterschiedliche Anstiege der Regressionskurven und der 
Modellkurven vorhanden waren. Aus diesem Grund ist es wichtig sich den gesamten 
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Konzentrations-Wirkungs-Verlauf anzusehen und auch mehrere Mischungsverhältnisse zu 
untersuchen. Da jedoch die 50%-Effektstärke sich als Referenzwert in der Toxikologie 
durchgesetzt hat und als der Toxizitätswert gilt, wurde vor allem diese Effektstärke betrachtet.  
Bei einigen Mischungen spielten auch die Höhe der fraktionellen Anteile in den Mischungen 
eine wichtige Rolle.  
 
Zusammenfassend für alle Mischungsergebnisse kann gesagt werden, dass eine eindeutige 
Aussage über die Wirkung der binären Mischungen nur möglich ist, wenn mehrere 
Auswerteparameter und Diagramme herangezogen werden. Da in einem Isobologramm nicht 
alle Effektstärken auf einmal betrachtet werden können, oder in einem Konzentrations-
Wirkungs-Diagramm die Zuordnung zu den Modellkurven nicht immer sehr eindeutig ist, 
können diese Diagramme allein zu Fehlinterpretationen führen. Zudem ist es ratsam, mehrere 
Mischungsverhältnisse der binären Mischungen auf ihre Toxizität zu untersuchen, um so eine 
globale Aussage über die Wechselwirkungen der Mischungskomponenten zu erhalten. 
 
 
In weiterführenden Arbeiten wäre es sinnvoll, das Testsystem weiter zu optimieren. Hierzu 
wäre die quantitative Erfassung der Sorptionsfähigkeit verschiedenster Substanzen in einem 
großen log Kow-Bereich wichtig, um die Gleichung 24 zu optimieren und die Fehler in der 
Korrektur der nominalen Konzentration zu minimieren. Zudem könnte das Testsystem auf 
Mikrotiterplatten übertragen werden, um eine höhere Anzahl an Versuchen in kürzerer Zeit 
durchzuführen. Hier wäre jedoch zu beachten, dass das die Mikrotiterplatten aus Glas und im 
Versuch luftdicht verschlossen sein sollten. Zudem müssten genügend Sauerstoff während der 
Expositionszeit sowie eine hohe und repräsentative Zellzahl vorliegen.  
 
Der derzeitige Datensatz sollte zudem erweitert werden. Neben der Untersuchung weiterer 
elektrophiler Verbindungen sollten auch andere Stoffklassen, wie nukleophile Verbindungen, 
Metallverbindungen oder Nanomaterialien, getestet werden und Modelle zur Toxizitäts- und 
Reaktivitätsabschätzung entwickelt werden. 
 
In wieweit eine Chemikalie toxisch ist und welche Wirkung sie auf die Zelle und die einzelnen 
Zellkompartimente ausübt, hängt von dem Wirkort in der Zelle ab. So ist es entscheidend, ob 
eine Substanz bspw. mit Proteinen im Cytosol, mit der DNA im Nukleus oder mit Kanälen an 
der Membran reagiert. Die Wirkortbestimmung könnte durch die Anwendung spezieller 
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Biomarker oder Vitalfarbstoffe sowie mithilfe der Mikroskopie oder Durchflusszytometrie 
erfolgen. Ein Beispiel wäre die Färbung der Lysosomen mit Neutralrot. In diesen findet unter 
anderem die Detoxifizierung von Substanzen nach einer Reaktion mit Glutathion statt. Durch 
die Detektion der lysosomalen Aktivität könnte somit auch die Detoxifizierungsaktivität 
ermittelt werden.  
 
Des Weiteren sollte in zukünftigen Arbeiten geklärt werden, welche toxikokinetischen Schritte 
in den Ciliaten ablaufen können, damit auch der Reaktionsmechanismus eindeutig bestimmt 
werden kann. 
 
Um den Anwendungsbereich zu erweitern, wäre ein Vergleich der ermittelten Daten von 
Tetrahymena pyriformis und diversen Zelllinien sinnvoll. Eine solche Gegenüberstellung 
wurde bspw. mit den murinen Fibroblasten L-929 unternommen, bei dem die Ciliaten 
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7.1 Berechnung der effektiven Konzentration des Konzentrations-
Additivitäts-Modells 
Die effektive Konzentration der Mischung  bei der die Mischungskomponenten ideal 
nach dem Konzentrations-Additivitäts-Modell wirken und die einen Effekt x auslöst, ergibt 
sich aus der Summe der Produkte der effektiven Konzentrationen der Einzelstoffe (  mit i 
















Die Summe der fraktionellen Anteilen der Einzelstoffe (fi) ist 1. Die einzelnen fraktionellen 
Anteile der Einzelstoffe ergeben sich aus dem Quotienten der Konzentration einer 
Mischungskomponente und deren effektiver Konzentration im Einzelversuch bei einem 






cf      
Dieser Ausdruck wird auch als toxic unit, TU, bezeichnet. Da die Summe der fraktionellen 
Anteile gleich der Summe der toxic units gleich eins ist, ist auch die Summe der Quotienten 




















Die Konzentration der Mischungskomponente in der Mischung ist das Produkt aus dem 
relativen Anteil dieser Substanz in der Mischung und der Gesamtkonzentration in der 
Mischung: 
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Somit ergibt sich: 


















































7.2 Berechnung des Mischungseffektes nach dem Modell der 
Unabhängigen Wirkung 
 
Die Mischungseffekte  bei einer bekannten Mischungskonzentration cmix ergeben sich aus 
folgender Gleichung: 
mixE





imix E11E  
 
Für eine binäre Mischung gilt somit: 
  ( ) ( BAmix E1E11E −⋅ )−−=  
 
Die Einzelstoff-Effekte Ei werden mithilfe der sigmoidalen Regressiongleichung (Glg. 17) 
ermittelt. 















+= −  
 
Die Konzentration der ci der Mischungskomponente in der Mischung ergibt sich aus den 
relativen Anteilen (pi) der Komponente und der Mischungskonzentration ( ) oder aus 
dem fraktionellen Anteil (fi) der Mischungskomponente in der Mischung und der effektiven 









Die einzelnen Gleichungen und Zusammenhänge der biometrischen Modellgleichungen der 
Konzentrations-Additivität und der Unabhängigen Wirkung wurden aus verschiedenen 










7.3 Herleitung der Massenbilanz zur Berechnung der Fraktion fg 
 
Die Massenbilanz eines Systems bestehend aus einer wässrigen Phase (Masse ms) und einer 
Gasphase (Masse mg) ist in der folgenden Gleichung beschrieben. 
  mw0 = mg + mw∞ 
Da sich die Masse aus dem Produkt der Konzentration einer Substanz und dem Volumen der 













VcVcVcVcVc 0  
Da sich der Luft/Wasser-Verteilungskoeffizient aus dem Quotienten der Konzentration in der 
wässrigen Phase nach Gleichgewichtseinstellung und der Konzentration der Gasphase ergibt, 











VVcVc 0  
Die Konzentration in der Gasphase kann nun mit folgender Gleichung berechnet werden. 










= 0  
Dieser Ausdruck kann folgendermaßen vereinfacht werden: 






















= 00  
Für die Masse mg ergibt sich somit: 





























































































Um die Konzentration der wässrigen Phase nach Gleichgewichtseinstellung zu berechnen, 
muss erneut die Massenbilanz aufgestellt werden. 
  mw∞ = mw0 − mg  























Durch Einsetzen der Gleichung zur Berechnung der Masse in der Gasphase ergibt sich für die 




























































0 = fg 





Tabelle 22: Übersicht über die Toxizitäten, log EC50 in mol/L, nach den Expositionszeiten 
24 h, 48 h und 72 h der in dieser Arbeit untersuchten Substanzen 
Name CAS log Kow log EC5024 h [M] log EC5048 h [M] log EC5072 h [M] 
Harnstoff 57-13-6 −2,11 −1,44 ± 0,39       
Ethylenglykol 107-21-1 −1,20 −0,69 ± 0,03 −0,90 ± 0,03 −0,79 ± 0,05 
Thioharnstoff 62-56-6 −1,08 −2,14 ± 0,12       
2-Hydroxy-5-nitropyridin 5418-51-9 −1,07 −2,75 ± 0,09    −3,01 ± 0,03 
4-Nitropyridine-N-oxid 1124-33-0 −0,92 −4,44 ± 0,03    −4,44 ± 0,03 
Methanol 67-56-1 −0,77 −0,25 ± 0,02 −0,32 ± 0,01 −0,33 ± 0,04 
Nitromethan 75-52-5 −0,35 −1,49 ± 0,04 −1,74 ± 0,04 −1,68 ± 0,03 
Ethanol 64-17-5 −0,31 −0,55 ± 0,02 −0,55 ± 0,01 −0,71 ± 0,03 
Aceton 67-64-1 −0,24 −0,86 ± 0,02 −0,86 ± 0,02 −0,81 ± 0,05 
3-Methyl-3-
oxetanemethanol 
3143-02-0 −0,15 −0,95 ± 0,05 −1,07 ± 0,02 −1,04 ± 0,03 
Oxetan 503-30-0 −0,14 −0,92 ± 0,03 −0,10 ± 0,04    
2,6-Dimethoxybenzo-1,4-
chinon 
530-55-2 −0,06 −4,61 ± 0,08 −4,48 ± 0,06    
Bromoacetylbromid 598-21-0 −0,04 −4,17 ± 0,13       
Allylthioharnstoff 109-57-9 0,00 −2,40 ± 0,08       
2-Methoxybenzo-1,4-
chinone 
2880-58-2 0,04 −4,92 ± 0,03    −4,87 ± 0,03 
Nitroethan 79-24-3 0,18 −2,90 ± 0,05 −2,56 ± 0,19 −2,93 ± 0,18 
p-Benzochinon 106-51-4 0,20 −5,22 ± 0,02    −5,28 ± 0,13 
Azetidin 503-29-7 0,21 −2,07 ± 0,01 −2,07 ± 0,01    
Butanon 78-93-3 0,29 −1,21 ± 0,04 −1,21 ± 0,02 −1,15 ± 0,03 
1,2-Propylenoxid 75-56-9 0,37 −2,32 ± 0,02 −2,36 ± 0,01 −2,03 ± 0,07 
Allyl-2,3-epoxypropylether 106-92-3 0,45 −2,60 ± 0,02       
2-Methoxy-1,4-hydrochinon 824-46-4 0,47 −3,65 ± 0,02    −3,60 ± 0,02 
4-
Hydroxyphenylthioharnstoff 





0,47 −3,12 ± 0,08       
2-
Hydroxyphenylthioharnstoff 
1520-26-9 0,47 −3,74 ± 0,07       
Isopropylglycidylether 4016-14-2 0,52 −2,59 ± 0,06 −2,53 ± 0,04 −2,51 ± 0,05 
tert-Butylthioharnstoff 7204-48-0 0,52 −2,62 ± 0,13       
            
Anhang 
ii 
Fortsetzung der Tabelle 22 
Name CAS log Kow log EC5024 h [M] log EC5048 h [M] log EC5072 h [M] 
1-Bromo-3,3,3-
trifluoroaceton 
431-35-6 0,52 −3,67 ± 0,05       
Ethylpropiolat 623-47-2 0,58 −4,97 ± 0,03 −4,83 ± 0,05    
1,4-Hydrochinon 123-31-9 0,59 −3,14 ± 0,08    −3,39 ± 0,04 
3-Nitropyridin 2530-26-9 0,62 −2,82 ± 0,06    −2,94 ± 0,07 
Butyl-2,3-epoxypropylether 2426-08-6 0,63 −2,81 ± 0,05       
Methylbromoacetat 96-32-2 0,72 −5,06 ± 0,02       
Methylacrylat 96-33-3 0,73 −3,73 ± 0,03 −3,60 ± 0,03 −3,48 ± 0,02 
1,3-Hydrochinon 108-46-3 0,80 −3,07 ± 0,03    −3,05 ± 0,07 
(2,3-Epoxypropyl)-
methacrylat 
106-91-2 0,81 −3,26 ± 0,06 −3,21 ± 0,03 −3,31 ± 0,06 
Thiirane 420-12-2 0,81 −3,16 ± 0,07 −3,23 ± 0,10 −3,15 ± 0,10 
trans-Zimtsäureamid 621-79-4 0,82 −3,47 ± 0,24       
2-Methyl-1,2-epoxypropan 558-30-5 0,83 −2,51 ± 0,08 −2,52 ± 0,05 −2,52 ± 0,07 
N-Phenylharnstoff 64-10-8 0,83 −2,99 ± 0,07       
N-Methyl-N-
phenylthioharnstoff 
4104-75-0 0,85 −2,90 ± 0,22       
1-Epoxybutan 106-88-7 0,86 −2,42 ± 0,04 −2,43 ± 0,07 −2,39 ± 0,05 
1-Nitropropan 108-03-2 0,87 −3,49 ± 0,04 −3,19 ± 0,07 −3,18 ± 0,03 
1,2-Hydrochinon 120-80-9 0,88 −3,76 ± 0,03 −3,12 ± 0,07 −3,54 ± 0,02 
Butanol 71-36-3 0,88 −1,72 ± 0,02 −1,61 ± 0,05 −1,68 ± 0,01 
2-Pentanon 107-87-9 0,91 −1,79 ± 0,06       
2-Nitropropan 79-46-9 0,93 −4,15 ± 0,04 −4,27 ± 0,04 −4,00 ± 0,09 
2-Amino-5-nitropyridin 4214-76-0 0,93 −3,18 ± 0,01    −3,01 ± 0,03 
Methyl-tert-butylether 1634-04-4 0,94 −2,01 ± 0,05 −1,87 ± 0,04 −1,65 ± 0,03 
Ethylchloracetat 105-39-2 0,94 −4,03 ± 0,11       
Butinsäureethylester 4341-76-8 1,13 −3,68 ± 0,22 −3,67 ± 0,04    
Methyl-2-brompropionat 5445-17-0 1,13 −4,83 ± 0,06       
2-Methoxy-5-nitropyridin 5446-92-4 1,16 −3,00 ± 0,03    −2,94 ± 0,08 
Ethylacrylat 140-88-5 1,22 −3,82 ± 0,05 −3,70 ± 0,08 −3,67 ± 0,05 
1,2-Propylensulfide 1072-43-1 1,22 −3,20 ± 0,07 −3,18 ± 0,11    
Dichlormethan 75-09-2 1,25 −2,70 ± 0,06 −2,66 ± 0,04 −2,45 ± 0,07 
2-Chlor-5-nitropyridin 4548-45-2 1,27 −3,71 ± 0,03    −3,68 ± 0,02 
1,2-Epoxy-3-methylbutan 1438-14-8 1,28 −2,51 ± 0,07 −2,51 ± 0,09 −2,34 ± 0,11 
Thietan 287-27-4 1,30 −2,71 ± 0,12 −2,77 ± 0,05 −2,61 ± 0,04 
Anhang 
iii 
Fortsetzung Tabelle 22            
Name CAS log Kow log EC5024 h [M] log EC5048 h [M] log EC5072 h [M] 
N,N’-Diallylthioharnstoff 6601-20-3 1,31 −3,46 ± 0,11       
3,3-Dimethyloxetane 6921-35-3 1,32 −1,80 ± 0,02 −1,69 ± 0,03 −1,70 ± 0,04 




1,45 −4,86 ± 0,11 −4,67 ± 0,08    
p-Benzochinondioxim 105-11-3 1,49 −3,90 ± 0,05    −4,03 ± 0,10 
2,2’-Dithiobis(5-
nitropyridin) 
2127-10-8 1,57 −4,80 ± 0,01       
Epoxystyrol 96-09-3 1,59 −4,04 ± 0,01 −4,01 ± 0,05 −3,96 ± 0,02 




1,62 −3,60 ± 0,15 −3,56 ± 0,08    




1,70 −5,46 ± 0,07       
n-Propylacrylat 925-60-0 1,71 −4,25 ± 0,03 −4,01 ± 0,04    
Nitrobenzol 98-95-3 1,81 −3,09 ± 0,05 −3,12 ± 0,02 −3,08 ± 0,02 
Zimtaldehyd 104-55-2 1,82 −3,93 ± 0,04       
2-Bromo-4’-
nitroacetophenone 
99-81-0 1,83 −5,26 ± 0,02       
1,2-Epoxyhexan 1436-34-6 1,85 −2,88 ± 0,04 −2,91 ± 0,04 −2,80 ± 0,14 
4-Nitrophenol 100-02-7 1,92 −4,18 ± 0,03    −4,12 ± 0,02 
2,2’-Dipyridyl disulfide 2127-03-9 1,93 −4,70 ± 0,01       
Trichlormethan 67-66-3 1,97 −2,93 ± 0,05 −2,84 ± 0,05 −2,87 ± 0,05 
Hexanol 111-27-3 2,03 −2,57 ± 0,03 −2,59 ± 0,03 −2,60 ± 0,03 
tert-Butylacrylat 1663-39-4 2,09 −3,59 ± 0,04 −3,80 ± 0,05    
Methyl-trans-2-hexenoat 2396-77-2 2,12 −3,16 ± 0,04 −3,28 ± 0,04    
Isobutylacrylat 106-63-8 2,13 −4,29 ± 0,03 −4,24 ± 0,03 −4,01 ± 0,08 
Benzol 71-43-2 2,13 −2,82 ± 0,08       
N,N’-Diphenylthioharnstoff 102-08-9 2,17 −3,61 ± 0,19       
2-Bromoacetophenon 70-11-1 2,19 −5,59 ± 0,02       
Thymochinon 490-91-5 2,20 −4,81 ± 0,02 −4,93 ± 0,07    
1-Heptanol 111-70-6 2,31 −3,07 ± 0,08 −3,14 ± 0,04 −3,36 ± 0,02 
Zimtsäuremethylester 103-26-4 2,36 −4,20 ± 0,15       
Methylzimtaldehyd 101-39-3 2,37 −3,91 ± 0,11       
Anhang 
iv 
Forsetzung Tabelle 22            
Name CAS log Kow log EC5024 h [M] log EC5048 h [M] log EC5072 h [M] 
Ethyl-3-phenylglycidat 121-39-1 2,55 −3,82 ± 0,05 −3,60 ± 0,05    
Oktinsäuremethylester 111-12-6 2,60 −3,97 ± 0,04 −3,98 ± 0,04    
1,2-Epoxyoctan 2984-50-1 2,83 −3,68 ± 0,07 −3,83 ± 0,07 −3,56 ± 0,02 
6-Nitrochinolin 613-50-4 2,96 −3,62 ± 0,05    −3,62 ± 0,05 
1-Oktanol  111-87-5 3,00 −3,86 ± 0,02 −3,73 ± 0,02 −3,70 ± 0,01 
N,N’-Diphenylharnstoff 102-07-8 3,00 −5,29 ± 0,07       
p-Xylol 106-42-3 3,15 −3,99 ± 0,11       
Chalcon-α,b-epoxid 5411-12-1 3,36 −3,95 ± 0,06 −3,63 ± 0,07    
Naphthalin 91-20-3 3,36 −3,96 ± 0,02       
4-Nitrophenyldisulfid 100-32-3 3,94 −4,82 ± 0,05       
1,2,4-Trichlorbenzol 120-82-1 4,02 −4,47 ± 0,02 −4,68 ± 0,05 −4,92 ± 0,10 
Zimtsäurebenzylester 103-41-3 4,06 −5,30 ± 0,07       
Acenaphthen 83-32-9 4,15 −4,68 ± 0,02       
Diphenylether 101-84-8 4,21 −4,89 ± 0,03 −4,91 ± 0,03 −4,82 ± 0,02 
Diphenyldisulfid 882-33-7 4,41 −5,05 ± 0,04       
Bis(4-Methoxyphenyl)-
disulfid 
5335-87-5 4,47 −4,66 ± 0,06       
Phenanthren 85-01-8 4,57 −5,30 ± 0,01       
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 634-66-2 4,60 −5,22 ± 0,05 −5,35 ± 0,05 −5,05 ± 0,02 
1,2-Epoxydodekan 2855-19-8 4,79 −5,12 ± 0,03 −5,01 ± 0,05 −4,90 ± 0,04 
4-Bromdiphenylether 101-55-3 4,94 −5,25 ± 0,17 −5,24 ± 0,04 −5,31 ± 0,10 
1-Dodecanol 112-53-8 5,13 −5,13 ± 0,00 −5,16 ± 0,00 −5,15 ± 0,01 
Pentachlorbenzol 608-93-5 5,17 −5,47 ± 0,14 −5,14 ± 0,11 −5,00 ± 0,08 
Dibenzyldisulfid 150-60-7 5,29 −5,30 ± 0,02       
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